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Préface

L’existence d’'une composante génétique dans I'épilepsie est connue depuis des années
grace aux études épidémiologiques de concordance entre jumeaux et d’agrégation
familiale, qui fournissent des preuves convaincantes pour I'héritabilité de 1'épilepsie.

En dépit des avancées majeures des techniques d’exploration pangénomique, les
épilepsies génétiques n’ont pas encore livré tous leurs secrets. En effet, la plupart des
geénes découverts ont été associés aux épilepsies monogéniques qui ne représentent que
1 a 2% de toutes les épilepsies génétiques, et il reste encore beaucoup de formes
familiales a hérédité complexe, pour lesquelles les genes de susceptibilité demeurent
inconnus.

Ce travail de thése a pour objectifs la caractérisation de variants génétiques de
vulnérabilité aux épilepsies, ainsi que I’étude des modes de transmission et des relations
génotype/phénotype chez des familles Algériennes. Il s’inscrit dans le cadre de la
rencontre de trois disciplines : I'épileptologie, I'épidémiologie et la génétique. Chacune a
sa maniére tentera d’apporter des éléments qui vont contribuer a répondre aux objectifs
de cette thése a travers plusieurs chapitres :

Le premier chapitre rapporte brievement des données générales sur les
épilepsies et sur les avancées dans le domaine de la génétique des épilepsies. Il aborde
plus particuliéerement les méthodes de recherche en épidémiologie génétique et en
génétique moléculaire appliquées a I’épilepsie.

Dans le chapitre I, nous présentons une étude épidémiologique descriptive d’'une
cohorte de quarante familles multigénérationnelles d’origine Algérienne, comptant
plusieurs individus atteints d’épilepsie. Dans cette partie du travail, nous détaillons les
méthodes de recrutement et d’évaluation de notre population d’étude, nous présentons
une description phénotypique détaillée de notre échantillon, et nous établissons les
éventuels modes de transmission a travers I'analyse des pedigrees.

Dans le chapitre III, nous présentons une enquéte épidémiologique analytique de
type cas-témoins, visant a étudier la relation entre la consanguinité et I'épilepsie, a
rechercher une agrégation familiale de I'épilepsie, et a identifier les éventuels facteurs
de risque associés a I'épilepsie. L’analyse multivariée par régression logistique a retenu
cinqg variables significativement associées a 1'épilepsie dans le modele final: la
consanguinité parentale au premier degré (p=0.029), une histoire familiale d’épilepsie

chez un apparenté au premier degré (p<10-4), des antécédents de convulsions fébriles



(p=0.005), de traumatisme cranien sévere (p=0.020), et la déficience intellectuelle
(p=0.006).

Dans le chapitre IV, nous rapportons une famille avec des jumeaux monozygotes
atteints d’épilepsie du lobe temporal. Le séquencage exomique a identifié une mutation
de novo (p.A39E) dans le gene GAL codant pour le neuropeptide galanine. Le role de ce
dernier dans la régulation du processus d’épileptogénéese a été démontré il y a plus de
deux décennies sur des modeéles animaux, mais a ce jour, aucune mutation GAL en
rapport avec un phénotype épileptique n’avait été décrite chez ’'Homme. Nous avons
complété I'étude génétique par des analyses in silico qui ont confirmé I’hypothése de
causalité de la mutation identifiée, et corrélé le génotype au phénotype dans cette
famille.

Dans le chapitre V, nous rapportons une famille comportant deux freres au
phénotype d’épilepsie du lobe temporal et comorbidités psychiatriques. Le séquencage
exomique a identifié un polymorphisme du géne RELN (rs55689103), dont les
mutations ont déja été associées a I'épilepsie et a la schizophrénie.

Dans le chapitre VI, nous rapportons deux familles consanguines comportant six
individus au phénotype d’épilepsie myoclonique progressive de type 1. L’étude
génétique par Southern Blot a mis en évidence une expansion du dodécamere
CCCCGCCCCGCG dans le géne EPM1.

Dans le chapitre VII, nous nous intéressons a la recherche de variations du
nombre de copies d’ADN (CNV) chez deux familles d’origine Algérienne dont le
phénotype primaire est I'épilepsie. L’hybridation génomique comparative sur
microréseau d’ADN (CGH-array) a mis en évidence six CNV dont deux semblent
conforter la corrélation génotype/phénotype.

Le dernier chapitre intitulé « Conclusion générale et perspectives » résumera les
résultats les plus pertinents de ce cette these, et proposera des perspectives de
recherche dans le domaine de la génétique des épilepsies en Algérie.

Enfin, nous rapportons en annexes quatre publications inhérentes a ce travail de
these, le questionnaire qui nous a servi a collecter les données, et les formulaires de

consentement.

Mots clés: épilepsie, épidémiologie, génétique, consanguinité, phénotype, pedigree,

polymorphisme, mutation, CNV, CGH-array, séquencage exomique.



Preface

A genetic component to epilepsy has been recognized since Antiquity and is well
established through twin and familial aggregation studies, which provide convincing
evidence for the heritability of epilepsy. Despite major advances in genetic studies,
genetic epilepsies have not yet revealed all their secrets. Indeed, most of gene
discoveries concerned monogenic epilepsies that account for only 1 to 2% of genetic
epilepsies, and there are still several familial multifactorial and polygenic forms where

susceptibility genes remain unknown.

This project aims to identify genetic variants of epilepsy, to document the
genotype/phenotype correlations and inheritance patterns in multigenerational
Algerian families. This falls within the framework of the meeting of three disciplines:
epilepsy, epidemiology and genetics. Each in its own way will attempt to provide
elements that will contribute to meet the objectives of this thesis through several

chapters:

The first chapter briefly relates general data on epilepsy and recent advances in
the field of epilepsy genetics. It tackles particularly the research methods in genetic
epidemiology and molecular genetics applied to epilepsy.

In Chapter II, we provide a descriptive epidemiological study of forty
multigenerational families of Algerian ancestry, with several individuals suffering from
epilepsy. In this section, we detail family recruitment and clinical evaluation of our study
population; we document the clinical characteristics and inheritance patterns of
epilepsy through pedigree analysis.

In Chapter III, we report an analytical epidemiological case-control study, which
aims to assess the relationship between inbreeding and epilepsy, to seek a familial
aggregation of epilepsy and to identify other risk factors associated with epilepsy in an
Algerian-born population. Multivariate logistic regression identified five factors
significantly associated with epilepsy: first-degree parental consanguinity (p=0.029),
history of epilepsy in first-degree relatives (p<10-4), antecedent of febrile seizures

(p=0.005), severe head injury (p=0.020) and intellectual disability (p=0.006).



In Chapter IV, we studied a family with a pair of monozygotic twins affected by
temporal lobe epilepsy. Exome sequencing revealed that both twins carried a novel de
novo mutation (p.A39E) in the GAL gene encoding the galanin neuropeptide. This latter
was found to act as a potent anticonvulsant and regulates epileptic seizures in animal
models. However, until now its role in human epilepsy was not established. Functional
analysis showed evidence that the mutant protein disrupts galanin signalling, and
strongly supports GAL as the causal gene for the TLE in this family.

In Chapter V, we describe a family with two siblings affected by temporal lobe
epilepsy and psychiatric comorbidities. Exome sequencing identified a single nucleotide
polymorphism in the RELN gene (rs55689103) whose mutations have been associated
with epilepsy and schizophrenia.

In Chapter VI, we report two consanguineous families including six affected
individuals showing Unverricht-Lundborg phenotype. Genetic studies by Southern
blotting showed an expansion of dodecamer CCCCGCCCCGCG in EPM1 gene.

In Chapter VII, we aimed to identify copy number variants (CNV) in two Algerian
epileptic families. Comparative Genomic Hybridization analysis (CGH-array) highlighted
six CNV, two of which seem to support the genotype/phenotype correlation.

Chapter VIII “General Conclusion” summarizes all findings and provides some
research perspectives in the field of epilepsy genetics in Algeria.

Finally, we report as appendices four publications related to this thesis work, the

structured questionnaire used to collect data and the consent forms.

Key words: epilepsy, epidemiology, genetics, consanguinity, phenotype, pedigree,

polymorphism, mutation, CNV, CGH-array, exome sequencing.
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Introduction Générale

CHAPITRE | : INTRODUCTION GENERALE

1. Définition de I'épilepsie

L'épilepsie a longtemps été définie comme une affection neurologique chronique,
caractérisée par la récurrence de crises épileptiques paroxystiques, résultant d'une
activité hyper-synchrone et anormale d'une population neuronale cérébrale [1]. Une
autre définition alternative conceptuelle a été proposée par Fisher en 2005 :

« L’épilepsie est un trouble cérébral caractérisé par une prédisposition durable a générer
des crises épileptiques et par les conséquences neurobiologiques, cognitives,
psychologiques et sociales de cette affection. La définition de I'épilepsie requiert la
survenue d’au moins une crise d’épilepsie » [2].

L’introduction de cette définition a suscité un large débat. En effet, le terme « trouble »
implique une perturbation fonctionnelle pas nécessairement durable, alors que le terme
« maladie » désigne plutot un déreglement durable. De méme, la vraisemblable
« prédisposition durable a générer des crises » sur laquelle repose cette définition est
difficile a évaluer et nécessite pour étre mise en ceuvre de disposer d’examens
complémentaires attestant de 'augmentation du risque de récurrence [3-5].

A des fins de diagnostic clinique, la ligue internationale contre I’épilepsie (LICE) a
chargé un groupe de travail de formuler une définition opérationnelle de I'épilepsie.
Ainsi, I'épilepsie peut aussi étre considérée comme présente apres une seule crise non
provoquée chez les patients présentant d’autres facteurs associés a une forte probabilité
d’abaissement permanent du seuil épileptogene, et donc un risque de récurrence élevé.
Ce risque doit étre équivalent au risque de survenue d'une troisieme crise chez les
patients ayant déja eu deux crises non provoquées, soit d’au moins 60 % environ [6]. Ce
dernier niveau de risque est observé en présence de lésions structurales anciennes, de
diagnostic d’'un syndrome épileptique spécifique ou, dans certains cas, d’autres facteurs
de risque.

Les patients présentant des crises épileptiques réflexes (par exemple photosensibles),
sont également considérés comme épileptiques. L’épilepsie n’est pas toujours une
affection a vie : elle est considérée comme étant résolue chez les patients qui n’ont pas

eu de crise au cours des dix derniéres années sans avoir pris de traitement
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antiépileptique depuis au moins 5 ans, et chez ceux qui ont dépassé 1'dge auquel un
syndrome épileptique age-dépendant est applicable.

Cette définition est plus complexe que l'ancienne. Les études apportant des
connaissances détaillées sur le risque de récurrence des crises étant rares, la plupart des
diagnostics d’épilepsie devront continuer a étre posés sur la base de la documentation
de deux crises non provoquées. L'application des définitions de I'épilepsie gagnera en
précision et en utilité au fur et a mesure de 'augmentation des connaissances sur le
risque de récurrence en fonction des étiologies spécifiques [7].

En 2016, Berg a proposé une autre définition de I'épilepsie tenant compte de I'avalanche
de l'information génétique, structurelle et fonctionnelle : « Il est devenu trés évident que
ce que nous appelons les épilepsies sont en fait des désordres neurologiques complexes,
parfois méme multisystémiques, pouvant impliquer des dysfonctionnements cognitifs,
comportementaux, moteurs, autonomes, des troubles du sommeil, et bien d'autres
déficiences systémiques. Les crises sont souvent une facette éminente de ces désordres, mais

ne constituent pas a elles seules des troubles » [8].

2. Historique de I’épilepsie

Le mot grec epilépsis ou epilépsia signifie « action de saisir, de mettre la main sur
quelque chose, attaque, interception, arrét soudain ». Il tire son origine du grec ancien

«emrapfavew » (epilambanein) qui signifie « attaquer par surprise » [9].

Le plus ancien de tous les documents traitant de l'épilepsie est une tablette
babylonienne qui se trouve au British Muséum (Figure 1). Il s'agit d'un chapitre d'un
manuel de médecine babylonien comportant 40 tablettes qui datent d'au moins 2000
ans avant Jésus- Christ. On y trouve une description précise de bon nombre des

différents types de crises actuellement reconnus [10].
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Figure 1: Tablette babylonienne décrivant l'épilepsie [10]

Pendant longtemps les épileptiques ont suscité la crainte, la suspicion et
I'incompréhension, et ont été rejetés par la société. Ils étaient traités comme des parias
et punis. Pourtant, certains ont réussi et sont devenus célébres. Parmi eux, Jules César,
Nobel, Napoléon, le Tsar de Russie Pierre le Grand, le Pape Pie IX, les écrivains Féodor
Dostoievski et Gustave Flaubert, le poete Lord Byron et bien d'autres [11]. En 1770,
Samuel Auguste David Tissot publie son traité de I'épilepsie, qui fut une des premieres
approches scientifiques de la pathologie: « Pour produire ['épilepsie, il faut
nécessairement deux choses. Une disposition du cerveau a entrer en contraction plus
aisément qu'en santé, et une cause d'irritation qui met en action cette disposition » [12].
Cette citation issue de son traité ouvrira la porte a de nombreuses avancées dans le

domaine.

Au dix-neuvieme siecle, avec les débuts de la neurologie qui commengait a
s'imposer en tant que nouvelle discipline distincte de la psychiatrie, I'ildée que 1'épilepsie
était un déreglement cérébral a commencé a se répandre, notamment en Europe et aux
Etats-Unis. Ainsi, en 1815 Jean-Etienne Esquirol distingue les attaques légeres des
attaques séveres, qu'il définit respectivement comme petit mal et grand mal ; quatre
décennies plus tard (1857), lefficacité des bromures comme traitement contre

I’épilepsie est découverte par Sir Charles Locock [13].
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En 1873, alors que I'électroencéphalographie (EEG) n’est pas encore pres de voir
le jour, John Hughlings Jackson émet I'’hypothése que ce sont de brutales décharges
électriques qui sont a l'origine de la maladie. Selon leur emplacement, celles-ci
définissent le caractere de la crise [14]. Puis en 1920, le psychiatre Allemand Hans
Berger invente 'EEG qui ne sera capable de détecter un signal d’activité cérébrale que
neuf ans plus tard. L’EEG a ainsi permis de développer des possibilités de traitements
neurochirurgicaux qui sont devenus beaucoup plus courants a partir des années
cinquante. De plus, c'est au vingtieme siecle que les premiers réels espoirs

thérapeutiques ont émergé grace a I'avenement des barbituriques.
3. Epidémiologie de I'épilepsie

L’épilepsie est une pathologie neurologique chronique ubiquitaire. Elle affecte les
enfants et les adultes, quel que soit leur sexe, leur age, leur ethnie, leur religion, leur
patrimoine génétique et leur classe sociale [15, 16]. Sa distribution n’est toutefois pas
homogeéne. En effet, 'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime que le nombre de
sujets épileptiques a travers le monde est d’environ 50 millions et que pres de 80%
d’entre eux vivent dans des pays en voie de développement [17]. Il s’agit d’'un véritable
probléme de santé publique qui altere de facon significative la qualité de vie des patients

[18-20].

3.1. Incidence

L’'incidence annuelle de I'épilepsie est de 50 nouveaux cas pour 100.000
habitants/an dans les pays industrialisés, tandis que dans les pays en voie de
développement, ce chiffre est plus important, allant de 100 a 190 nouveaux cas pour
100.000 habitants/an [21]. Les principales raisons de cette différence d’incidence sont
le risque plus élevé d'infections cérébrales (neurocysticercose, méningite, paludisme),
les complications obstétricales et la malnutrition [22]. Dans le monde Arabe, I'incidence
moyenne de l'épilepsie a été estimée a travers une étude récente a 56 nouveaux
cas/100.000h/an [23]. En Algérie, trés peu d’études épidémiologiques concernant
'épilepsie ont été publiées, et une seule étude d’incidence a été menée en 1978 dans le
cadre d’'un travail de these. En comptabilisant les nouveaux cas d’épilepsie vus durant

I'année 1978 dans les centre neurologiques, pédiatriques et psychiatriques a Alger,
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I'auteur a recensé 1.117 cas pour 'année en question, et pour les 1.998.000 habitants de
la wilaya d’Alger au 01.01.1978; d’ou une incidence de 55.9 pour 100.000 habitants [24].

Cette incidence est tres proche de I'incidence moyenne dans le monde arabe [23].

3.2. Prévalence

La prévalence moyenne de 1'épilepsie, d'apres de nombreuses études effectuées
dans le monde, est estimée a environ 8.2 pour 1000 dans lI'ensemble de la population
[25-27]. Toutefois, il peut s'agir 1a d'une sous-estimation, car certaines études menées
dans des pays en voie de développement (Colombie, Equateur, Inde, Libéria, Nigéria,
Panama, République Unie de Tanzanie et Venezuela) suggerent une prévalence plus
élevée, supérieure a 10 pour 1000 [28-30]. En Algérie, une étude transversale
multicentrique a été menée en 2012, dans le but de déterminer la prévalence nationale
de I'épilepsie. Cette étude a inclus 8.046 sujets agés de plus de deux mois, répartis sur
cinq régions du pays (Alger, Sétif, Sidi Belabes, El Oued et Laghouat). Soixante-sept
patients ont été identifiés comme ayant une épilepsie active, donnant un ratio brut de
prévalence de 8.32 pour 1000 (IC 95% : 6.34-10.3) et un ratio ajusté sur I'dge de 8.9
pour 1000. Le ratio le plus élevé (16.92 pour 1000) a été noté dans la tranche d’age 10-
19 ans [31].

3.3. Mortalité

Les patients souffrant d’épilepsie ont un taux de mortalité 2 a 3 fois supérieur a
celui de la population générale [32-36]. Cette surmortalité est essentiellement notée
chez les patients souffrant d’'une épilepsie partielle pharmacorésistante ou le Ratio
standardisé de mortalité (RSM) est 5 fois supérieur a celui de la population générale
[37]. La moitié des déces affectant cette population est directement liée a la survenue de
crises d’épilepsie, par le biais d’accidents, d’états de mal épileptiques ou de morts
soudaines inattendues (Sudden unexpected death in epilepsy, SUDEP) [38]. La fréquence
des décés par SUDEP a été évaluée a 0.35 pour 1000 personne-année dans une
population de sujets épileptiques non sélectionnés [39]. Chez les patients atteints
d’épilepsie réfractaire, le risque annuel de SUDEP est estimé a 0.4% [40]. Ce risque
augmente avec la fréquence des crises tonico-cloniques généralisées, 'absence de
traitement antiépileptique reflétant une mauvaise observance ou au contraire, la prise

d’une polythérapie, témoin indirect de la sévérité de la maladie, un 4ge de début précoce
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ou une durée prolongée de I'épilepsie [38, 41-44]. Par ailleurs, les données classiques
considerent qu’environ 10% des déces dans I'épilepsie peuvent étre rapportés a un
suicide [45], que le taux de suicide est cinq fois supérieur chez les personnes
épileptiques comparé a la population générale [46] et qu'il pourrait étre multiplié par 25

dans les suites d’une chirurgie de I'épilepsie [47].

3.4. Facteurs de risque

En dépit des nouvelles techniques d’exploration, I'étiologie des épilepsies
demeure inconnue dans pres de 2/3 des cas [21]. Au cours des trois derniéres décades,
plusieurs études cas-témoins visant a identifier les facteurs de risque associés a
I'épilepsie ont été menées [28, 48-50]. Bien que ces études aient identifié une série de
facteurs, les résultats étaient trés hétérogenes allant des complications périnatales aux
traumatismes craniens, en passant par les accidents vasculaires cérébraux, les tumeurs
cérébrales et les infections du systéme nerveux central [51, 52]. Cette grande
hétérogénéité des résultats couplée a l'absence d’études propres a la population
Algérienne, nous a incités a mener une étude épidémiologique visant a identifier les
facteurs de risque associés a I'épilepsie dans une population de l'ouest Algérien [53].

Nous aborderons cette étude dans le chapitre III de ce document.
4. Physiopathologie de I'épilepsie

4.1. Modeéles animaux

Afin d’élucider les mécanismes physiopathologiques qui sous-tendent I'épilepsie,
plusieurs modéles animaux sont utilisés depuis les années nonante. Ainsi, une crise
convulsive peut étre provoquée chez de jeunes rats par une hyperthermie pendant 30
minutes, modélisant une convulsion fébrile [54]. Chez certains rats du méme modele,

des crises focales peuvent étre observées a l’age adulte [55].

Par ailleurs, un état de mal épileptique peut étre provoqué par l'injection intra
péritonéale de pilocarpine, un agoniste des récepteurs muscariniques ou celle de kainate,
un agoniste des récepteurs glutamatergiques [56]. Quelques semaines plus tard, les
animaux présentent des crises convulsives spontanées récurrentes et des 1ésions dans

I'hippocampe et d'autres structures limbiques qui évoquent une sclérose
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hippocampique, constituant ainsi des modeles d'épilepsie mésiotemporale [57].

Enfin, certains animaux sont porteurs de mutations génétiques qui les rendent
épileptiques. C’est le cas des GAERS! découverts a Strasbourg en 1982, et qui présentent
des crises caractérisées par un arrét du comportement et la survenue de décharges de

pointe-onde sur I'EEG, compatibles avec un modele d'épilepsie absence [58].

4.2. Mécanismes des crises

Durant la crise, les neurones se mettent a décharger un potentiel d’action (PA) de
facon synchrone a haute fréquence. Ce PA est déchargé si le potentiel de membrane
atteint une valeur seuil, qui correspond a 'ouverture des canaux ioniques laissant entrer
le sodium. Cette valeur seuil est atteinte si la somme des entrées synaptiques

excitatrices dépolarisantes, dépasse celle des entrées inhibitrices hyperpolarisantes.

A partir de ce schéma simpliste, trois hypotheses majeures ont émergé :
I’épilepsie serait due a une diminution de I'inhibition par I'acide gamma aminobutyrique
(GABA), a une augmentation de I'excitation par le glutamate, et/ou a une modification
des propriétés cellulaires (canalopathies) [59]. La majorité des antiépileptiques

prétendent agir sur ces processus [60].

4.3. Mécanismes de I’épileptogenése

4.3.1. Réle de la barriére hémato-encéphalique

Les modeles animaux ont démontré qu’'une agression initiale du tissu cérébral
était associée a une réponse inflammatoire dans les réseaux neuronaux par rupture de
la barriere hémato-encéphalique (BHE) [61, 62]. Il en résulte un afflux d’albumine dans
le tissu neuronal avec constitution d’un foyer épileptogéne dans le cortex [63]. En effet,
I'albumine est transportée dans les astrocytes, ce qui va altérer leur fonctionnement, en
particulier leur capacité a pomper le glutamate et le potassium, dont 'accumulation
dans le milieu extracellulaire va dépolariser les neurones, les faire décharger des PA et

favoriser la survenue des crises [64].

lGenetic absence epilepsy rat from Strasbourg.
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4.3.2. Réactions inflammatoires

La rupture de la BHE déclenche une réaction inflammatoire via la libération
d’interleukine 1b, une cytokine impliquée dans la défense immunitaire contre I'infection,
et produite par les macrophages, monocytes, fibroblastes et les cellules dendritiques,
entrainant une souffrance neuronale [65]. En effet, les cellules en souffrance sécretent
une protéine appelée high-mobility group box-1 (HMGB1) qui va se fixer sur les
récepteurs de type Toll-like receptor 4 (TLR4) situés sur les neurones, les astrocytes et
les cellules immunitaires telles que les microglies [66]. L’activation des récepteurs TLR4
entraine la libération de facteurs inflammatoires comme linterleukine 1b. Cette
derniere va agir sur les récepteurs au glutamate et augmenter l'excitabilité neuronale
[67]. De plus, il a été démontré que le blocage pharmacologique de HMGB1 ou de TLR4

diminuait la sévérité des crises [68].

4.3.3. Modifications des génes

L’agression initiale est a l'origine d’'une modification de I'expression des génes
qui codent pour des protéines exprimées dans le tissu cérébral. Ces modifications vont
altérer le mode de fonctionnement des circuits neuronaux aboutissant au processus
d’épileptogénese. C’est par exemple le cas du gene Calcium channel, voltage-dependent, T
type, alpha-1H subunit (CACNA1H Cav3.2) qui code pour une sous-unité d'un canal
calcique? et qui est surexprimée de facon transitoire juste apres l’agression initiale [69-
71]. En effet, les genes possedent une région promotrice, avec des sites sur lesquels
peuvent se fixer différents facteurs de transcription, qui peuvent aboutir a I'expression
on non d'un gene. Les études expérimentales s’intéressent actuellement au Neuron
Restricting Silencing Factor (NRSF) qui a la capacité de contréler 1800 geénes, et qui se
trouve surexprimé apreés un état de mal épileptique [72]. Cependant, les mécanismes

responsables de la surexpression de NRSF ne sont pas encore élucidés [73].

2Une protéine située dans la membrane des cellules dont I'ouverture permet I’entrée de
calcium.
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5. Classification des crises d’épilepsie

5.1. Les crises généralisées

Une crise épileptique est dite généralisée (CG) lorsque la désorganisation
critique intéresse des aires corticales et sous-corticales étendues et bilatérales pouvant
étre asymétriques [74]. Dans la classification des crises épileptiques établie par la LICE,
plus de dix types différents de crises généralisées sont individualisés. Bien que soumise
a des réévaluations réguliéeres par la Commission de Recherche de la LICE, cette
classification reste d’actualité (Figure 2), de méme que la classification des syndromes
épileptiques [75, 76]. Le point commun entre les différents types de CG est I'existence
d’une altération de la conscience et du contact, d’intensité variable. On différencie les CG
non convulsives (absences) des CG convulsives, qui comportent des manifestations
motrices bilatérales qui peuvent étre tonico-cloniques, myocloniques, cloniques,

toniques ou atoniques.

5.2. Les crises focales

Les crises focales possedent toutes un point commun: 'apparition de décharges
épileptiques dans une partie limitée du cortex cérébral. L'origine de ces décharges est
fréquemment liée a une population de neurones inclus dans une région corticale appelée
zone épileptogene. Actuellement, la distinction entre les différents types de crises focales
a été abandonnée (partielle complexe ou partielle simple). Il est important toutefois de
reconnaitre que I'état de conscience, la localisation et la progression des symptomes
critiques peuvent étre d’'une importance primordiale dans I’évaluation de chaque patient
et pour diverses raisons spécifiques (diagnostic différentiel entre évenements non-
épileptiques et crises épileptiques, essais cliniques, chirurgie). Aucun élément de cette
recommandation n’empéche de décrire les crises focales en fonction de ces

caractéristiques [74].

La grande diversité des crises focales est due a l'existence ou non d'une
propagation. Les frontieres entre chaque type de crises ne sont pas toujours évidentes et
par conséquent, il est difficile de savoir de quel type de crises il s’agit. C’est pourquoi,
I'analyse des symptémes en début de crise, c’est-a-dire lors de I'état conscient du patient,

a une grande valeur pour le diagnostic.
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6. Classification des épilepsies et des syndromes épileptiques

Un syndrome épileptique est un ensemble cohérent identifié par une
constellation de plusieurs éléments : le type des crises, I'dge du patient lors des
premieres crises, les anomalies électroencéphalographiques, I'étiologie, les
circonstances des crises, et parfois d’autres détails. Prise isolément, chacune de ces
caractéristiques n’a pas de grande signification. Ensemble, elles réalisent un tableau
spécifique dont l'identification peut améliorer la prise en charge des patients [77]. En
effet, la mise en évidence d’'un syndrome épileptique peut influencer I'évaluation et le
traitement du patient, et fournir des informations quant a son devenir probable. En
outre, la connaissance des syndromes spécifiques facilite la recherche étiologique et

thérapeutique.

Avant le concept de syndrome, I'épilepsie était considérée comme une seule
affection pouvant se présenter sous différentes formes. La nature de la crise constituait
I’élément pris en considération pour porter un diagnostic et instaurer un traitement.
Ainsi, les premieres classifications des épilepsies ne faisaient pas de distinctions entre
les crises et les syndromes épileptiques, et les termes « grand mal » et « petit mal»
étaient largement répandus chez les spécialistes de 1'époque. Afin de remédier a cette
imprécision, Gastaut a proposé, en 1969, une classification des épilepsies basée sur une
combinaison de données cliniques et électroencéphalographiques [78]. La premiere
version officielle de la classification internationale des épilepsies et des syndromes
épileptiques a été publiée en 1970 dans Epilepsia, la revue de la LICE [79], suivie en
1985 d’une autre version révisée et plus détaillée [80]. Cette classification a été réalisée
dans le contexte d’'un désir exprimé par I’'OMS d’avoir un langage commun pour décrire
les phénomenes épileptiques et d’avoir un systéeme diagnostique standardisé et utilisé
universellement. La classification actuelle des épilepsies et syndromes épileptiques date
de 1989 [76], et a été révisée par la LICE lors du mandat 2005-2009, étant donné que la
précédente était basée sur des concepts qui précédaient la neuro-imagerie moderne, la
génomique et la biologie moléculaire [74]. Les termes « génétique », « structurelle-
métabolique » et « de cause inconnue » sont une évolution des concepts remplagant

idiopathique, symptomatique et cryptogénique respectivement (Figure3).
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6.1. Les épilepsies génétiques

Le concept d’épilepsie génétique signifie que « I’épilepsie est, au mieux de notre
compréhension, la conséquence directe d'un défaut génétique connu ou présumé dont les
crises sont la manifestation principale. Les connaissances concernant les contributions
génétiques peuvent provenir d’études génétiques moléculaires spécifiques, reproductibles,
parfois méme devenues la base pour des tests diagnostiques ou de données démontrant le
réle central d’un facteur génétique » [74]. Désigner la nature fondamentale du trouble en
tant que génétique n’exclut pas la possibilité d'une contribution de facteurs
environnementaux dans l'expression de la maladie. A I'heure actuelle, il n’existe en
pratique aucune donnée soutenant l'influence spécifique de facteurs environnementaux

en tant que causes, ou facteurs contributifs a ces formes d’épilepsie.

Grace au développement d’outils de recherche en génétique, ces dernieres années
ont connu I'émergence de plusieurs syndromes épileptiques d’ordre génétique. Certains
sont attribués a des anomalies génétiques clairement établies (mutations, remaniements
chromosomiques) alors que d’autres ont été liés a des loci de susceptibilité et attendent
toujours l'identification du gene causal. Les tableaux 1-6 résument I'ensemble des

données cliniques et génétiques concernant ces différents syndromes épileptiques.
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Tableau 1: Caractéristiques génétiques des formes familiales d’épilepsies

généralisées idiopathiques [81]

Pathologies familiales Mode Génes et loci
de transmission
Convulsions néonatales AD Génes de canaux potassiques
familiales bénignes voltage-dépendants :
Le plus souvent KCNQ2 (20gq13)
Rarement KCNQ3 (8q24)
Autre locus suspecté sur le
chromosome 5
EGI hétérogenes AD Géne CLCNZ (3g36) du canal
chlore voltage-dépendant CIC2
EM] familiales pures AD Géne GABRAI (5g34)dela
sous-unité alpha-1 du récepteur
GABAA
Géne EFHC1 (6pl2) de la
myoclonine-1
Epilepsies-absences Rares cas sporadiques Gene CACNAIA (19p) dela
ou familiaux sous-unité alpha-1 du canal
calcique de type P/Q
Epilepsie myoclonique AD 8923 (gene NI)
bénigne de I'adulte ou 2p11 (géne NI)
trerrdlblemer%t‘myoclnﬂique Autre locus suspecté
cortical familial avec
épilepsie
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Tableau 2: Caractéristiques génétiques de I'épilepsie frontale nocturne AD et de
I'épilepsie temporale latérale AD [81]

Pathologies familiales Genes et loci

Epilepsie frontale nocturne Genes de sous-unités du Rr
autosomique dominante nicotinique neuronal a I’'Ach :
(peénétrance variable selon les  CHRNA4 (20g13.2), CHRNB2
mutations : 29 %-100 %) (chsl), CHRENAZ (8pl2.3-gq12.3)

Locus en 159 24 (gene NI)

Epilepsie temporale latérale LGI1 (gene de l'épitempine)
autosomique dominante (10g22-24)
(pénétrance de 60 %-70 %) Autre locus recherché

(seulement 30 %-50 % des
familles liées a LGI1)
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Tableau 3: Caractéristiques génétiques des autres formes familiales d’épilepsies
partielles idiopathiques [81].

Pathologies familiales Genes et loci
(mode de transmission)
Epilepsie mésiotemporale familiale 4q13.2-q21.3
« bénigne » (AD) (géne NI)
Epilepsie mésiotemporale familiale Locus NI
avec SH (AD)
Epilepsie mésiotemporale familiale 12q22-q23.3
avec CF et sans SH (AD) (géne NI)
Epilepsie partielle familiale & foyer 2qter (géne NI)
variable 22q11-12,
(AD, pénétrance de 70 %) (géne NI)
Epilepsie rolandique familiale (AD) 15q14 (géne NI)
Epilepsie rolandique avec dyspraxie orale Locus NI dans la
et de la parole (une forme AD avec forme AD
anticipation et une forme liée a I'X) Géne SRPX2
(Xq22)
Epilepsie rolandique avec dystonie induite 16p12-11.2 (NI)
par l'exercice et crampe de l'écrivain (AR) (une famille
décrite)
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Tableau 4: Caractéristiques cliniques et génétiques des formes familiales d’épilepsies
partielles idiopathiques du nourrisson [81].

Pathologies familiales Genes et loci

(mode de transmission)

Convulsions infantiles 19q12-q13.1 (géne NI)

familiales bénignes (AD) 2q24 (g&ne NI)
16pl2-ql12 (gene NI)

Syndrome convulsions 16pl2-ql12 (comme dans

infantiles et choréoathétose la forme pure) (g&ne NI)

paroxystique (AD)

Convulsions bénignes familiales SCN2A (2q24)

néonatales-infantiles (AD) (géne de la sous-unité
alpha-2 du canal
sodique voltage-
dépendant)
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Tableau 5: Caractéristiques génétiques des différentes épilepsies myocloniques

progressives [81].

Mildew Mode de transmission Locus
Unverricht-Lundborg AR 21q22.3
12p11-q13
Lafora AR 6q24
6p22
Autre locus
Céroides lipofuscinoses
Forme infantile AR 1p32
Forme infantile tardive AR 11pl5
Forme juvénile AR 16p12
Forme adulte (maladie de Kufs) Divers modes de transmission NI
décrits
Le plus souvent cas
sporadigques
Forme infantile tardive variant finlandais AR 13q22
Forme infantile tardive variant indo-européen AR 15921-23
Forme infantile tardive variant turc et Northern epilepsy AR 8p23
Sialidose AR 6p21.3
Galactosialidose AR 20q13
Encéphalopathie avec inclusions de neuroserpine AD 3q26
Gaucher type 3 AR 1921
Forme juvénile de maladie de Huntington AD 4p16.3
Forme juvénile d’atrophie dentato-rubro-pallido- AD 12p13
luysienne
EMP liée a KCTD7? AR 7q11.2
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Tableau 6: Caractéristiques anatomiques et génétiques des anomalies corticales

d’origine génétique [81].

Type de Anomalies cérébrales
malformation associées particuliéres
corticale

Hétérotopie

nodulaire

périventriculaire

Lissencéphalies
type 1
Agyrie-pachygyrie

Hypoplasie cérébelleuse

Atteinte du corps calleux

Double cortex

Polymicrogyries

Génes impliqués selon le sexe
et les anomalies cérébrales
associées

FLNA : surtout F (rarement H)

Trés rarement géne ARFGEF2
duplication Sp15

H : DCX, LIS1 et délétion 17p13.3
F:LIS1 et délétion 17p13.3

Geéne RELN ++
LIS1
TUBA3

ARX 4+++ (H)
TUBA3

DCX ++4+ : surtout F, rarement H
LIS1 : rarement H

TUBA3

GPRS6

Délétion 22q11

6.2. Les épilepsies structurelles/métaboliques

Elles concernent conceptuellement « une condition ou maladie structurelle ou

métabolique, pour laquelle il a été démontré Ilexistence d’une association avec

augmentation substantielle du risque de développer une épilepsie par des études

rigoureuses. Les Iésions structurelles incluent évidemment les lésions acquises, telles que les

accidents vasculaires cérébraux, les traumatismes et les infections. Elles peuvent aussi étre

d’origine génétique (sclérose tubéreuse, diverses malformations du développement

cortical..)» [74].
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6.3. Les épilepsies de cause inconnue

« Le terme inconnue est utilisé dans le sens de la neutralité et indique que la nature
de la cause sous-jacente reste jusque la inconnue ; il pourrait y avoir un facteur génétique
causal a l'origine des crises ou il pourrait s’agir de la manifestation d’'une anomalie

distincte (structurelle- métabolique....) non encore identifiée » [74].

7. Diagnostic différentiel

Le diagnostic d'une épilepsie est relativement aisé. Il repose sur l'interrogatoire
du patient et des témoins des crises, ainsi que sur I'évaluation clinico-
électroencéphalographique qui devra s’attacher a rassembler les criteres qui permettent

le diagnostic d’'un syndrome épileptique particulier.

Ainsi, les éléments qui plaident en faveur d’une crise TCG sont : la perte de connaissance
brutale, I'épisthotonos a la phase tonique qui dure entre 10 et 20 secondes, le durée un
peu plus prolongée de la phase clonique (30 secondes), I'’émission d’urines,
I’hypersalivation, la morsure du bord latéral de la langue, la respiration stertoreuse avec

cyanose, et la confusion post-critique.

Par ailleurs, les crises focales sont caractérisées par des manifestations neurologiques
qui dépendent du point de départ de la décharge épileptogene. Ce début est plus facile a
reconnaitre lorsqu’il s’agit d'une aire primaire (hallucinations visuelles, auditives,
olfactives, etc.). Certaines crises focales sont suivies d'une confusion post-critique de

quelques minutes.

Les principaux diagnostics différentiels sont représentés par les syncopes et
lipothymies d’origine cardiaque ou vasogénique qui sont de durée plus courte,
précédées de signes d’appel cardiaques tels que les tachycardies, entrainant une chute
brutale a 'emporte piece, avec reprise de conscience rapide. Les clonies, lorsqu’elles
sont présentes, sont breves, d'une durée de quelques secondes. En outre, certaines
crises pseudo-épileptiques ou malaises psychogéniques sont parfois trés difficiles a
distinguer des véritables crises épileptiques. Dans ce cas la, seule la visualisation des

crises permet de redresser le diagnostic; celui-ci repose aussi sur l'existence
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d’antécédents psychiatriques, d’événements psychologiques marquants, les possibles
bénéfices secondaires pour le patient, et une sémiologie clinique ne correspondant a
aucun cadre nosologique. Parfois, ces crises psychogéniques peuvent se voir chez des
individus épileptiques ; 'élément clé du diagnostic étant alors l'enregistrement vidéo-

électroencéphalographique.

D’autres causes métaboliques, médicamenteuses et toxiques peuvent engendrer
des crises d’épilepsie qui disparaissent apres correction du trouble ou sevrage du
médicament ou de la substance toxique en question ; d’ou l'intérét d’effectuer un bilan

complet devant une crise épileptique inaugurale.

8. Génétique des épilepsies

A partir des années nonante, les progres en génétique humaine ont été
considérables, a tel point que le terme de « révolution » n’est sans doute pas exagéré.
Outre la connaissance déja ancienne de familles avec plusieurs membres présentant des
crises d’épilepsie, et une fois la distinction faite entre épilepsies symptomatiques et
épilepsies idiopathiques, la part génétique dans les épilepsies idiopathiques est
indéniable. Les outils d’analyse génomique, le traitement bioinformatique des résultats
et la détermination de la séquence du génome humain qui leur a été concomitante ont
permis des avancées majeures dont a grandement bénéficié I'épileptologie génétique

[82, 83].

8.1. Concepts de génétique

8.1.1. Définitions élémentaires

- L'acide désoxyribonucléique (ADN) est une macromolécule biologique présente
dans toutes les cellules. Il contient toute l'information génétique, appelée génotype,
permettant le développement et le fonctionnement des étres vivants. Il s’agit d’'une
double hélice constituée de deux chaines nucléotidiques entrelacées, antiparalleles et
complémentaires appelées brins d’ADN. Chaque brin est formé d'un enchainement de

nucléotides, eux mémes composés de bases azotées, de sucres et de groupements
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phosphate [84]. On retrouve quatre bases azotées différentes dans ’ADN : adénine (A),
guanine (G), cytosine (C) et thymine (T). Ces bases se regroupent par paires : A-T, T-A, C-
G et G-C grace a des liaisons d’hydrogene (Figure 4). Le role principal de '’ADN est la

synthese de protéines via I'acide ribonucléique.

Figure 4: Structure de la molécule d'’ADN3

- Un gene est une région chromosomique capable d’engendrer un transcrit
fonctionnel. Il contient des régions codantes appelées « exons» et des régions non
codantes appelées « introns ». Il est souvent précédé d’'une région appelée « promoteur »,
qui joue un role dans la régulation de la transcription de I'’ADN en ARN. Chez I'Homme,

on estime que le nombre de génes est compris entre 25.000 et 30.000 [84].

- Le terme «locus» désigne un emplacement précis et invariable sur un
chromosome. Il peut faire référence a un géne ou a une séquence quelconque. Un
« allele » désigne I'une des différentes versions sous lesquelles un gene ou un segment
d’ADN se présente. Une des mesures de la variabilité génétique d’'une population est la
fréquence allélique. Ainsi, lorsqu’'une mutation est délétére, sa fréquence dans la
population sera faible, en partie a cause de la sélection. Par contre, si une variation
génétique n’engendre pas de conséquences importantes sur I'expression d'un gene, elle
pourra devenir fréquente dans la population. Théoriquement, lorsque la fréquence
allélique dans la population est supérieure a 1%, on parle de polymorphisme, et

lorsqu’elle est inférieure a 1%, on parle de variant rare. En pratique, on parle souvent de

3 http://lewebpedagogique.com/Mise a jourle 01/01/2016
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variant ou de polymorphisme indifféremment de leur fréquence. Dans le cas d’un locus
bi-allélique, on définit l'allele le moins fréquent comme étant I'allele mineur, et sa

fréquence comme la fréquence de I'allele mineur ou minor allele frequency (MAF) [85].

- Le génotype correspond a I'ensemble des alleles d’'un ou de plusieurs loci dans
un organisme. Il détermine les caractéres d’un individu constituant le phénotype, et se

transmet des parents a leurs descendants [84].

8.1.2. L’arbre généalogique

L'étude de la génétique humaine repose en partie sur l'analyse des arbres
généalogiques (pedigrees). On appelle arbre généalogique la représentation, sous forme
d'un arbre avec ses ramifications, des liens de parenté existant au sein d'une famille.
Pour tracer un pedigree, certaines normes doivent étre respectées : les individus de sexe
masculin sont désignés par des carrés, et les individus de sexe féminin le sont par des
cercles. Les couples sont reliés par un trait horizontal (ou deux s’ils sont apparentés), a
partir duquel un trait vertical va les relier par le biais d'un autre trait horizontal a leur
progéniture. Les générations sont numérotées en chiffres romains, et les sujets dans
chaque génération sont numérotés en chiffres arabes. Le proposant ou cas-index est
désigné par une fleche, et les sujets atteints d'une maladie génétique verront leurs

carrés ou cercles colorés (Figure 5).
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Figure 5: Exemple d'un arbre généalogique

8.1.3. Modes de transmission

Certaines affections sont transmises selon les regles de la génétique mendélienne* qui

sont définies comme suit :

- L’anomalie ou mutation contenue dans un géne donné est transmise sur un
mode dit autosomique dominant lorsque la présence d'un seul allele morbide est
suffisante pour que la maladie s'exprime. L'allele morbide est transmis par l'un des
parents malades avec un risque de 50% a chaque conception. La maladie atteint autant
les filles que les garcons et n’épargne aucune génération lorsque la pénétrance est

complete.

- L’anomalie est transmise sur un mode dit autosomique récessif si le géne en
cause est porté par un autosome et si la présence de deux alleles mutés du gene est
nécessaire pour 'expression du phénotype. Les malades sont alors homozygotes pour le

gene en cause. La aussi, la maladie affecte autant les garcons que les filles avec

4D’apres le nom de I'’éminent généticien du dix-neuvieme siecle, Mendel.
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cependant, un saut de générations.

- Des maladies tres rares, peuvent se transmettre par le matériel génétique qui
n’est pas contenu dans les chromosomes mais dans les mitochondries. La maladie dans

ce cas est toujours transmise par la mere [86].

8.2. Epidémiologie génétique

L’épidémiologie génétique consiste a analyser la contribution des facteurs de
risque génétiques et leur interaction avec les facteurs de risque environnementaux dans
le déterminisme d’une pathologie donnée, dans des familles ou dans des populations
humaines [87]. Ainsi, I'épidémiologie génétique des syndromes épileptiques peut étre

étudiée selon deux grands groupes distincts :

- Celui des syndromes rares dont le mode de transmission génétique obéit a des lois
simples, mendéliennes, et qui présentent une héritabilité autosomique dominante ou

récessive, ou encore liée au chromosome X [88] ;

- Celui des syndromes, de loin beaucoup plus fréquents, dont le mode de transmission

est complexe [89, 90].

Dans le premier groupe, les études génétiques reposent sur la collecte de grandes
familles dans lesquelles ségrege le phénotype d’intérét afin d’identifier une mutation
causale dans un gene donné. En effet, la stratégie dite de clonage positionnel passe
successivement par l'identification des familles, la détermination de leur structure par
’établissement des pedigrees, le phénotypage précis des malades et des apparentés non
atteints, la définition du mode de transmission, le génotypage et le traitement statistique
des données générées, et enfin le criblage par séquencage des genes situés dans la

région incriminée afin d’identifier les mutations pathogeénes dans les familles étudiées.

Dans le second groupe, il s’agit plutdt d’étudier un grand nombre de petites familles
voire de cas isolés, afin d'identifier des variations génétiques conférant une
susceptibilité génétique pour un phénotype particulier, et influencant son émergence en
agissant de concert avec d’autres variations génétiques et/ou avec des facteurs
environnementaux [91]. La stratégie actuelle repose soit sur le séquengage direct des

genes dont la fonction laisse supposer un rapport avec la physiopathologie épileptique
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(génes candidats), afin de rechercher des variants de susceptibilité dont la fréquence est
faible dans la population (hypothese dite de maladie commune-variant rare) ; soit sur des
études d’association cas-témoins pour la recherche de variants fréquents (hypothése

dite de maladies communes-variants communs) [92].

8.2.1. Etudes d’agrégation familiale

Pour démontrer l'existence d’'une agrégation familiale de I'épilepsie, on peut
montrer par exemple que la maladie est plus fréquente chez les apparentés au premier
degré des malades (parents, fratrie, enfants) que dans la population générale ou chez les
apparentés au premier degré de témoins sains [93]. Pour cela, il faut s’assurer que les
deux populations de cas et de témoins soient appariées au sexe et a I'dge [94]. Toutefois,
le fait de démontrer un excés de cas familiaux dans I'épilepsie peut correspondre a
I'action d'un ou de plusieurs genes ainsi que de l’environnement partagé par les
membres d'une méme famille, et ne fait que suggérer qu’il faut rechercher une

composante génétique.

8.2.2. L’étude de concordance entre jumeaux

Les études de jumeaux constituent un outil efficace pour déterminer le degré
d'implication des facteurs génétiques et environnementaux dans la survenue d’une
maladie. Le principe de ces études est de comparer les taux de concordance, pour un
trait donné, entre des jumeaux monozygotes (méme patrimoine génétique) et des

jumeaux dizygotes (environ 50% de leur patrimoine génétique en commun).

Toutes les études de jumeaux épileptiques rapportent des taux de concordance
plus élevés chez les monozygotes (65-80%) par rapport aux dizygotes (0-33%),
confirmant la composante génétique [95-101]. Ceci est particuliéerement vrai pour les
épilepsies généralisées génétiques [102]. En effet, les facteurs génétiques jouent un role
prépondérant dans les épilepsies, mais il existe toujours une part liée aux facteurs
environnementaux, qui explique la concordance imparfaite des jumeaux monozygotes.
Cette discordance peut étre expliquée par l'existence de différences épigénétiques chez
ces individus ; I'épigénétisme étant défini comme l'interaction entre la méthylation de
I’ADN, les modifications des histones et I'expression des ARN non-codant dans la

régulation du motif d’expression des genes, depuis le développement précoce jusqu’a
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I'dge adulte [103]. D’ailleurs, pour illustrer la présence de mécanismes épigénétiques
chez les jumeaux monozygotes, une étude originale a évalué les différences de
méthylation de I'ADN et d’acétylation des histones chez des paires de jumeaux
monozygotes [104]. Elle a montré que ces jumeaux étaient indistinguables durant leurs
premieres années de vie, mais que par la suite, ils présentaient de nettes différences au
niveau de la méthylation globale de leur ADN ainsi que de I'acétylation de leurs histones,
ce qui par conséquent, devrait affecter 'expression de leurs genes. Ce genre d’études
met en lumiere la nature de certains facteurs environnementaux qui peuvent interagir
avec le génome d’un individu et ainsi mener ou non a I'expression d'une pathologie a

composante héréditaire.

8.2.3. Les analyses de ségrégation

Ces analyses étudient la distribution familiale du spectre phénotypique de
'épilepsie dans des familles et cherchent a déterminer le mode de transmission qui
explique le mieux les données observées [105]. Les études familiales menées jusqu’a ce

jour dans le domaine des épilepsies soulignent deux points essentiels :

¢ Premierement, sans doute l'observation la plus cohérente dans 1'épidémiologie
génétique des épilepsies est «l'effet maternel ». En effet, le risque d'épilepsie est
environ deux fois plus élevé chez les enfants de femmes épileptiques que dans la
descendance des peéres affectés [94].

e Deuxiémement, la plupart des études de familles souligne l'existence d’une
association significative entre 1'age de début précoce des crises chez le cas-index

et le risque d’épilepsie chez les apparentés [106].

8.2.4. Etudes de liaison et recherche de génes candidats

Les études de liaison génétique permettent de mettre en évidence des régions
chromosomiques liées a un phénotype particulier, en montrant une ségrégation de la
maladie avec certains alleles des marqueurs de cette région dans une famille présentant
plusieurs individus atteints [107]. Ceci s’explique par une localisation du géne muté a
proximité de ces marqueurs, avec une transmission d'une large région de l'ordre de
10cM (centimorgan) autour de la mutation sur quelques méioses. La région déterminée

contient généralement encore de nombreux genes parmi lesquels il faudra trouver celui
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impliqué dans la maladie. L'identification d'autres familles avec un phénotype semblable
lié au méme locus permet d’affiner la localisation du gene responsable, et d’entamer la
recherche de mutations dans les genes candidats. En théorie, une seule famille peut

toutefois permettre I'identification du gene responsable [108].

Les analyses de liaison sont basées sur le calcul d’'un logarithme des probabilités,
le LOD score (logarithm of odds), qui permet d’établir le degré de liaison génétique entre
deux loci en se basant sur les probabilités de transmission des alleles a la descendance.
Ce LOD score est le logarithme du rapport de la probabilité d’observer une co-
ségrégation si les loci sont liés, sur la probabilité de 'observer en absence de liaison. Le
seuil conventionnel de signification p=0.05 nécessite une probabilité de 1000 chances

pour 1 en faveur de la liaison pour pouvoir affirmer celle-ci [109].

La méthode d’analyse de liaison non paramétrique permet de rechercher des
facteurs liés sans modele de transmission a priori. Toutefois, dans les études de liaison,
il est recommandé de recruter de grandes familles dont la provenance d’isolats
populationnels endogames avec un nombre limité d’ancétres communs est un avantage
majeur [107]. Ainsi, cela évite une trop grande hétérogénéité génétique entre les

différents membres de la famille et augmente la fréquence des effets fondateurs [110].

Plusieurs études de liaisons dans des familles épileptiques ont été effectuées ces
dernieres années, mais seuls quelques génes ont été liés aux épilepsies monogéniques,

par linkage dans des pedigrees étendus (Tableau 7).
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Tableau 7: Génes identifiés par analyses de liaison

Gene Syndrome épileptique Référence
SCN14 Syndrome de Dravet, EGFS+ [111, 112]
SCN1B EGCF+ [113, 114]
SCN2A BFNIS [115, 116]
LGI1 ADLTE [117,118]
GABRA1 EM], EAE [119, 120]
CACNA1H EGI [121, 122]
CLCN2 EGI [123]
GABRG2 EGCF+, EAE [124]
KCND2 ELT [125]
SCL2A1 EA a début précoce [126]
KCNj11 DEND syndrome [127]
ABCC8 DEND syndrome [128]
EFHC1 EM] [129]
Délétion 15q13.3 EGI [130, 131]
POLG1 Epilepsie a phénotypes mixtes [132, 133]
STXBP1 Syndrome d’Ohtahara [134, 135]
CDKL5 Rett-like syndrome [136, 137]
ARX West et syndrome d’Ohtahara [138, 139]
KCNQ2 BFNC [140, 141]
KCNQ3 BFNC [142, 143]
KCNA1 AE1 et épilepsie [144, 145]
CHRNA4 ADNFLE [146, 147]
CHRNAZ2 ADNFLE [148, 149]
CHRNBZ2 ADNFLE [150]
PCDH19 EFMR [151]
ATP1A2 MHEF et épilepsie [152]

DEND syndrome: retard du développement, épilepsie et diabete néonatal; AD: autosomique
dominant; ADNFLE: Epilepsie frontale a crises nocturnes autosomique dominante; ADLTE: Epilepsie
du lobe temporal latéral autosomique dominante;EAE: épilepsie absence de l'’enfant; BFNC:
convulsions néonatales familiales bénignes; BFNIS: convulsions néonatales-infantiles familiales
bénignes; AE1: Ataxie épisodique type 1; EFMR: épilepsie avec retard mental limitée aux filles;
MHF : migraine hémiplégique familiale; EGCF+ : épilepsie génétique avec convulsions fébriles Plus;
EM] : Epilepsie myoclonique juvénile ; EGI : Epilepsie généralisée idiopathique
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En 2012, 'Epicure consortium? a effectué une méta analyse des études de liaison
a I'échelle du génome entier visant a cartographier des loci de susceptibilité partagés
par un large spectre d'épilepsies généralisées génétiques (EGG), et les marqueurs
génétiques de prédisposition aux crises d’absences typiques et aux crises myocloniques.
La méta-analyse a été réalisée a partir de 379 familles multiplex d'ascendance
européenne, comptant 982 sujets avec EGG [153]. Afin d’identifier les genes de
susceptibilité liés au type de crise, les familles ont été stratifiées en deux sous-groupes
comprenant 235 familles avec épilepsie absence et 118 familles avec épilepsie
myoclonique juvénile (EM]). L'analyse de liaison sur la totalité de I’échantillon (EGG) a
révélé six loci de liaison : 1p36.22, 3p14.2, 5q34, 13q12.12, 13q31.3 et 19q13.42. Un
LOD score de 3.43 a été obtenu pour le locus 2q34 dans les 118 familles JME, et un lien
paramétrique significatif au locus 13q31.3 a été retrouvé dans les 235 familles avec
épilepsie absence. Ces résultats sont le reflet du grand pouvoir statistique des analyses
de liaison lorsqu’elles sont utilisées dans un contexte de maladies a transmission
mendéliennes. Historiquement, le taux peu élevé de faux- positifs dans les études de

liaison est dii au seuil rigoureux du LOD score établi a 3 par Morton [154].

8.2.5. L’étude de paires de germains atteints (affected sib-pair analysis)

Dans 'analyse de paires de germains atteints, on calcule le pourcentage d’alleles
parentaux partagés par les enfants atteints. Si le marqueur étudié est proche, voire dans
un géne de susceptibilité impliqué dans la maladie, les paires de germains malades
présenteront un exces d’alleles du marqueur en commun : cet exces s’explique par la
liaison (linkage) existant entre le locus marqueur et le locus impliqué dans la maladie.
En 'absence de liaison, les probabilités que les deux germains atteints partagent 0, 1 ou
2 alleles identiques parentaux sont respectivement de Y%, % et %. Ces proportions sont
faciles a estimer si les quatre alleles parentaux sont différents [155]. Cette stratégie évite

d’avoir a faire des hypothéses sur le mode de transmission de la maladie. Par ailleurs,

5 Epicure Consortium est un réseau de collaboration entre plusieurs groupes de
recherche a travers I'Europe. Il vise a élucider les voies physiopathologiques de
'épilepsie en étudiant I'implication de genes codant pour les canaux ioniques dans la
voie de signalisation neuronale.
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elle permet de contourner le probleme de la pénétrance incomplete, puisque seuls les
sujets atteints sont pris en considération. Cependant, le bémol de cette méthode est le
nombre de paires a étudier. Il dépend du risque associé a l'allele de susceptibilité et de
sa fréquence dans la population d’origine. Par conséquent, il peut aller de quelques

dizaines a quelques milliers de paires [156].

8.2.6. Etudes d’association

Les études d’association consistent a comparer la fréquence d’alleles dans une
population d’individus atteints par rapport a une population d’individus témoins dans le
but de mettre en évidence des alléles de prédisposition a la pathologie [157]. Elles
permettent donc de déterminer une association entre un haplotype ou un marqueur
donné et le fait de développer une maladie et sont plus puissantes que les études de
liaison dans la recherche de variants a effet faible. Les premieres études d’association
ont été réalisées avec l'approche « gene candidat » dont le principe est de tester un
nombre souvent restreint de variants génétiques localisés dans des loci intéressants de

par leur fonction ou leur localisation.

8.2.6.1. Les études de trios

Il s’agit d’'une approche fondée sur I'analyse de familles nucléaires (séquencage
de I'exome de 'individu malade et de ses deux parents). Cette stratégie est basée sur
I’hypothese qu’'une mutation de novo a une probabilité élevée d’étre causale dans la
survenue de la maladie [158]. Toutefois, I'accumulation des données de séquencage, a
remis en question cette vision simplifiée et la présence d’'une mutation de novo, peut étre
observée dans une population témoin normale. Ainsi, pour valider I'’hypothese de gene
candidat, une confirmation sur un grand nombre de patients partageant le méme
syndrome doit étre réalisée. Cette stratégie d’analyse a été utilisée pour étudier les
bases génétiques de certaines encéphalopathies épileptiques (spasmes infantiles et
syndrome de Lennox-Gastaut) et a permis l'identification de mutations de novo dans les
genes Gamma-Aminobutyric Acid Receptor, Beta-3 (GABRB3) [159] et Asparagine-
Linked Glycosylation 13 (ALG13) [160]. En effet, ces deux genes ont montré une forte
association aux encéphalopathies épileptiques, avec des degrés de significativité de

4.1 x 10010 et 7.8 x 10(-12), respectivement [161].
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8.2.6.2. Les études d’associations cas-témoins

Ces études comparent la fréquence d’alleles spécifiques chez des malades et des
sujets témoins sains. Un alléle est dit « associé » a une maladie s’il est présent plus
fréquemment parmi les malades non apparentés que parmi les sujets témoins.
Néanmoins, pour qu'une étude d’association soit valide, les témoins et les malades
doivent provenir de la méme origine géographique et, idéalement, résulter d’unions
aléatoires, prouvant ainsi qu’ils sont représentatifs de la population testée pour tous les
aspects autres que le statut malade [162]. Malgré un résultat statistiquement significatif,
celui-ci n’est pas suffisant pour conclure a une association, car il faut tenir compte du
déséquilibre de liaison (DL) [163]. Le DL est une situation dans laquelle deux alléles
correspondant a deux loci distincts d'un méme chromosome sont plus fréquemment
associés en cis dans une population que ne le voudrait le hasard. Le DL suppose a la fois
la liaison génétique et le déséquilibre gamétique. Une telle association allélique est
favorisée par la proximité physique des loci et le caractere récent de la mutation ayant
produit I'un des deux alleles [164]. Cette liaison a tendance a s’amenuiser avec le temps,
en raison des phénomenes de recombinaison. Par conséquent, du fait d'un DL entre deux
alleles, le premier peut étre trouvé associé, alors qu’en réalité, c’est le second variant en
DL qui est pathogénique et causal. De ce fait, la preuve ultime d’'une association est
I'étude de réplication des résultats initiaux dans différentes populations et la
démonstration que l'allele associé altere la fonction biologique responsable de la

maladie [163].

En dépit de plusieurs études d’association cas-témoins dans le domaine des
épilepsies génétiques, les associations restent incertaines et les réplications négatives.
Ceci est en partie du a la stratification de la population étudiée, a la petite taille des
échantillons de cas et de témoins, au degré limite de la significativité statistique et a la
plausibilité biologique peu convaincante du marqueur testé. Des recommandations
mettant I'accent sur les critéres méthodologiques, ont tenté d'améliorer les normes pour

les études d’associations génétiques [165].

60



Introduction Générale

8.2.6.3. Les études d’association pangénomique

Avec les progrés des techniques génétiques et génomiques au début de ce siécle,
est venu l'espoir que les études d'association pangénomique (Genome Wide Association
Studies GWAS) élucident les bases génétiques de nombreuses maladies, y compris
I'épilepsie. Ce concept est basé sur l'idée que les maladies communes, telles que les
épilepsies, ne sont pas médiées uniquement par des facteurs génétiques a hérédité
mendélienne, mais que la variabilité génétique a de nombreux loci pourrait influencer le
risque de développer une épilepsie. L'objectif des études GWAS dans les épilepsies
multigéniques ou complexes, est d'identifier les loci de susceptibilité qui conférent un
risque accru de développer la maladie, avec des tailles d’effet trés modestes. Souvent, les
régions chromosomiques associées peuvent comprendre plusieurs genes qui sont
susceptibles de jouer un role dans le développement d'une épilepsie complexe [166].
Cependant, la plupart des tentatives de GWAS dans |'épilepsie étaient infructueuses ou
initialement non reproductibles [167]. Ceci peut étre expliqué par I'hétérogénéité
phénotypique et le manque de puissance suffisante pour détecter des signaux de faible

effet [168].

8.3. Techniques en génétique moléculaire appliquées a I’épilepsie

Le génome humain est soumis a une dynamique mutationnelle qui résulte en un
spectre complexe de variants de séquence et de structure de I'’ADN, qui vont des
altérations nucléotidiques simples (mutations ponctuelles) a des remaniements
(variations du nombre de copies d’ADN), en passant par des expansions de répétition en
tandem (Variable Number of Tandem Repeats VNTR, ou Short Tandem Repeats STR)
[169]. L’identification des anomalies génétiques causales sous-jacentes a la maladie
grace aux nouvelles techniques en génétique moléculaire, permet une confirmation du
diagnostic, un typage génétique précis, un conseil génétique approprié et un éventuel
diagnostic présymptomatique ou prénatal [170]. Nous détaillons ici les techniques

utilisées dans ce travail :
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8.3.1. Amplification génique in vitro par réaction en chaine (PCR)

Concue en 1985 par Kary Bank Mullis®, cette méthode consiste a réaliser in vitro,
la répétition d’'un cycle de synthese d’'un fragment d’ADN. Elle permet d’amplifier de
maniere sélective une séquence d’ADN choisie, méme si cette derniére est présente dans

un mélange complexe d’autres molécules d’ADN, et sans avoir a la purifier au préalable.

Dans le premier cycle de PCR: les deux brins de I’ADN que l'on veut amplifier
sont dénaturés par la chaleur (95°C). Une paire d’amorces spécifiques et
complémentaires de 'extrémité 3’ est ajoutée. La température est ensuite abaissée a 55-
65°C afin que ces amorces puissent s’hybrider, une amorce sur chaque brin, de part et
d’autre de la région a amplifier. A partir de ces amorces, une ADN polymérase
particuliere, la Taq Polymérase, qui est thermorésistante, va synthétiser a 72°C un
nouveau brin d’ADN en lisant la séquence du brin existant, cette étape est appelée
« élongation ». A la fin du premier cycle, les deux brins d’ADN ont été copiés pour former

deux fragments d’ADN double brin (Figure 6).

Dans les cycles suivants, les mémes étapes sont répétées : séparation des brins
par la chaleur, hybridation des amorces, et élongation par la Taq Polymérase. Le nombre
de copies du fragment compris entre ces amorces augmente ainsi considérablement : au
bout de 20 cycles, on obtient environ 10¢ copies et au bout de 30 cycles environ 10°

copies. A cette étape, le produit de la PCR est appelé amplimere.

6 Lauréat au prix Nobel de chimie en 1993 pour la mise au point de la PCR.
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Figure 6: Représentation schématique des différentes étapes d'un cycle de PCR

A partir de la réaction de PCR « classique » se sont développées de nombreuses

méthodes dérivées, dont la RT-PCR etla Q-PCR:

- L’acronyme RT-PCR signifie « Reverse Transcriptase PCR». C’est en fait une PCR

réalisée sur un ADN complémentaire obtenu aprés transcription inverse d’'un ARN [171].

- L’acronyme Q-PCR signifie « PCR quantitative ». Elle permet de suivre en temps réel
’évolution de la quantité d’ADN synthétisé lors de la réaction de PCR en utilisant des

marqueurs fluorescents [172].

8.3.2. Hybridation Génomique Comparative sur micro-réseaux d’ADN et recherche de CNV

Cette technique récente constitue 'avancée la plus significative de ces dernieres
années dans le diagnostic des réarrangements chromosomiques. Elle repose sur le
principe de la CGH (Comparative Genomic Hybridization) appliquée aux puces a ADN.
Une puce a ADN est un support de quelques cm?, le plus souvent en verre ou en silice,
sur lequel sont présents un grand nombre de fragments d’ADN simple brin. Ces
fragments correspondent a des séquences d’ADN humain, appelées « marqueurs »,

réparties sur le génome en fonction des régions étudiées.

Lors de I'analyse par CGH-array, 'ADN du patient a analyser est comparé a I’ADN d’un
témoin. Si une région chromosomique est délétée, elle apparaitra en moindre nombre

chez le patient par rapport au témoin. A l'inverse, si une région chromosomique est
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dupliquée, elle apparaitra en plus grand nombre chez le patient par rapport au témoin
[173]. Les déséquilibres génomiques mis en évidence par CGH-array sont dénommeés

Copy Number Variants (CNVs).

En pratique, le principe de cette technique est le suivant : '’ADN du patient est marqué
par incorporation d'un fluorochrome, et parallelement, on marque I’ADN du témoin avec
un deuxieme fluorochrome d’une autre couleur. Ces deux ADN sont ensuite combinés
puis déposés sur la puce : c’est 'étape d’hybridation. Les ADN marqués vont se fixer de
facon compétitive sur leur séquence d’ADN complémentaire qui est présente sur la
puce. Enfin, la lecture de la puce s’effectue a I'aide d’'un scanner qui détermine les
rapports d’'intensité entre chaque fluorochrome et compare ainsi le nombre de copies de
chaque ADN (patient et témoin) au niveau de chaque marqueur étudié (Figure 7) [174].
Cette analyse est aidée par l'utilisation des bases de données publiques de CNV mais il
est fréquent qu'en complément, une étude familiale soit nécessaire. Aujourd’hui, la
technique de CGH-array a supplanté le caryotype pour I'étude globale du génome en
offrant une résolution 10 a 500 fois supérieure, et en donnant acces au contenu génique

de la région remaniée.
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Figure 7: Principe de la technique CGH-array [173]

8.3.3. Séquencage massivement paralléle

Les techniques de séquencage massivement parallele également appelées

séquencage a haut débit ou Next Generation Sequencing (NGS) ne sont pour le moment
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pas utilisées en diagnostic de routine mais constituent probablement les méthodes
d’analyse du génome les plus prometteuses. Les termes «deuxiéme» et «troisieéme

génération» sont synonymes de l'évolution des technologies depuis la méthode de

séquencage direct de Sanger dite de «premiere génération» [175].

Trois technologies NGS a haut débit sont apparues de facon quasi simultanée : le
pyro-séquencage (454 Life Sciences, Roche Diagnostics, Bale, Suisse), le séquengage avec
des terminateurs réversibles (HiSeq2000, Illumina/Solexa, Inc., San Diego, CA, USA) et le
séquencage par ligation (SOLiDTM, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)(Figure 8)
[176,177].

Séquenceurs 22 génération
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Figure 8: Séquenceurs de deuxieme génération’

Ces techniques permettent de déterminer la séquence complete d'un génome.

7 http://www.biorigami.com/mise a jour le 06/02/2016
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Pour cela, la séquence est assemblée en utilisant les chevauchements entre les reads,
pour former des contigs®. Elles permettent également de détecter les réarrangements
chromosomiques et d’avoir I'’équivalent d'un caryotype mais avec une résolution
maximale, a la base pres. Par ailleurs, elles peuvent déterminer pour chaque région
chromosomique le nombre de reads générés. Si une région est délétée, ce nombre sera
relativement moindre par rapport aux autres régions du génome, ce qui est en faveur
d’'une anomalie déséquilibrée. Le traitement informatique de cette trés grande quantité
de données nécessite des algorithmes lourds et de puissants calculateurs afin de réaliser

leur assemblage puis leur analyse [178].

8.4. Bio-informatique et analyse du génome : Utilisation des banques de données

8.4.1. Genome Browsers

Une base de données est un ensemble structuré et organisé permettant le
stockage de grandes quantités d’informations afin d’en faciliter I'utilisation. Les bases de
données utiles dans le domaine de la génétique sont appelées « Genome Browsers ». Elles
permettent d’accéder aux données du génome humain et de celui d’autres especes a
I'aide d'une interface graphique. La base de données de référence pour les maladies
génétiques est sans conteste OMIM?®. Cette base de données est une compilation
exhaustive de genes humains et de phénotypes causés par des anomalies génétiques. En
effet, elle répertorie des de données sur plus de 12.000 génes. Parallelement a OMIV, il
existe des bases de données dédiées aux épilepsies génétiques, dont epiGAD et CarpeDB,
des référentiels en ligne des données relatives aux études d'association génétique dans

le domaine de I'épilepsie (Tableau 8).

8 Séquences continues générées par l'alignement de séquences de fragments qui se
chevauchent
9 Online Mendelian Inheritance in Man; National Center for Biotechnology Information.
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Tableau 8: Bases de données disponibles sur Internet

Bases de données

Adresse internet

Bases de données et sites pour l'étude du génome
Ensembl

Complete Genomics

Génome de référence (site UCSC)

Genome reference consortium

Base de données de pseudogenes

Base de données de miARNs

Base de données de InARNs

Base de données de polymorphismes
dbSNP (Single nucleotide polymorphism database)
Exome variant server

Base de données de facteurs de transcription
ITFP (Integrated Transcription Factor Platform)

Projets de séquengage de génomes humains individuels
Projet 1000 génomes
Personal Genome Project

Base de données d’études d’association pangénomique
GWAS central

Catalogue des études GWAS de la littérature mondiale
(National Human Genome Resaerch Institute, USA)

Etude du microbiome humain

Projet microbiome humain-Human Microbiome Project
(HMP)

International Human Microbiome Consortium

Bases de données de mutations

HMGD (Human Genes Mutations Database)

HGVS data bases (Human Genome Variation Society)
Projet HapMap

Human Heredity and Health in Africa

MITOMAP (Human Mitochondrial genome database)
DGV (Data of Genomic Variants)

DECIPHER (Database of Chromosomal Imbalance and
Phenotype in Humans Using Ensembl Resources
Copy Number Variation (CNV) Project

ECARUCA (European Cytogeneticists Association
Register of Unbalanced Chromosome Aberrations)
Annuaire de bases de données de variants structurels du
génome

Encyclopédie des maladies héréditaires monogéniques
OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man)

Groupe d’étude de I'épigénome humain
Bases de données dédiées a I'épilepsie

The Epilepsy Genetic Association Database (epiGAD)
CarpeDB (University of Alabama)

www.ensembl.org/index.html
www.completegenomics.com/public-data
genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway
www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/assembly/grc
pseudogene.org

www.mirbase.org
www.Ilncrnadb.org

www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
evs.gs.washington.edu/EVS/

itfp.biosino.org/itfp/

www.1000genome.org
www.personalgenomes.org

www.gwascentral.org
www.genome.gov/26525384

commonfund.nih.gov/hmp

www.human-microbiome.org

www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
www.hgvs.org/dblist/dblist.html
hapmap.cnbi.nlm.nih.gov
www.h3africa.org/about.cfm
www.mitomap.org/MITOMAP
projects.tcag.ca/variation

decipher.sanger.ac.uk

www.sanger.ac.uk/research/areas/humangenetics/cnv

umcecaruca0l.extern.umcn.nl :8080/ecaruca/ecaruca.js

www.hgvs.org/dblist/chromo.html

WWW.0mim.or;

www.epigenome.org
www.roadmapepigenomics.org

http://www.epigad.org/
http://www.carpedb.ua.edu/

UCSC: Université de Californie & Santa Cruz, miARN : microARN, InARN : long non coding ARN
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8.4.2. Bases de données et polymorphismes nucléotidiques

Le séquencage du génome humain et les progres des techniques de biologie
moléculaire ont permis de répertorier plus de 10 millions de polymorphismes
nucléotidiques simples (single nucleotide polymorphisms, SNP). Les SNP constituent un
type de variation de I'ADN dans lequel deux chromosomes different sur un segment
donné par une seule paire de bases. Les SNP sont stables, trés abondants et distribués
uniformément dans tout le génome et surviennent tous les mille pb [179-181]. Ces
variations sont associées a la diversité entre populations ou individus, a la différence de
sensibilité a des maladies et a la réponse individuelle aux médicaments. En fait, chaque
SNP est référencé par un numéro « rs : Reference SNP », et se caractérise également par
la fréquence de ses deux alleles dans une population donnée. Cette fréquence s’estime a
partir des génotypes observés chez des individus non apparentés, et sa précision
dépend de la taille de I'échantillon. La fréquence de I'allele le plus rare, ou mineur, est
appelée MAF « Minor Allele Frequency ».

Les SNP sont répertoriés dans des bases de données publiques, notamment la
banque de données dbSNP gérée par NCBI «National Center of Biotechnology
Information» [182] et celle du projet «<HapMap». Ce projet dont 'objectif est de créer
une base de données publique détaillée des variations génétiques les plus fréquentes
chez 'Homme, a permis d’établir un catalogue des SNP chez les individus originaires
d’Afrique, d’Europe et d’Asie. Plus récemment, le projet «1000 génomes» basé sur le
séquencage de nouvelle génération, a apporté une énorme contribution a l'identification
et la caractérisation des SNP pour les populations du monde entier [183]. C’est ainsi que
ces ressources bioinformatiques constituent un outil précieux pour la recherche en

génétique.
8.5. Progreés récents en génétique de I'épilepsie

8.5.1. Epilepsies monogéniques

Les technologies de séquencage a haut débit ont permis l'identification de
plusieurs geénes incriminés dans les épilepsies monogéniques [184, 185]. Ainsi, des
mutations du gene Proline-Rich Transmembrane Protein 2 (PRRTZ2) responsable de plus
de 70% des Convulsions familiales infantiles bénignes, ont été identifiées chez des

familles de différentes ethnicités (Australiennes, suédoises et israéliennes-juives) [186,
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187]. Ce géne dont la taille est de 7.832 pb, comporte 6 exons et est localisé en 16p11.2.
Il est fortement exprimé dans le cerveau et la moelle épiniére, et code pour une protéine
transmembranaire contenant dans sa partie N-terminale, un domaine riche en proline
[188]. Cette protéine interagit avec la protéine synaptosomal-associated 25-KD (SNAP-
25), un composant du mécanisme moléculaire impliqué dans la libération des

neurotransmetteurs au niveau de la membrane présynaptique [189].

L’autre découverte surprenante est l'identification en 2012 de mutations du gene
Potassium Channel, Subfamily T, Member 1 (KCNTI1) dans deux épilepsies
monogéniques apparemment sans rapport : 'épilepsie avec crises partielles migrantes
malignes (MMPSI) et I'épilepsie frontale nocturne autosomale dominante (ADNFLE)
[190, 191]. Ce gene a été localisé en 9q34.3 et code pour un canal potassium sodium-
dépendant fortement exprimé dans le cerveau. Les mutations de ce géne conduisent a
'activation du canal 'amenant a une ouverture maximale et permanente [192]. MMPSI
et ADNFLE pourraient donc représenter les extrémes d'un nouveau spectre

phénotypique d'épilepsie causée par le méme géne.

8.5.2 Epilepsies génétiques complexes

En 2012, les premiers variants génétiques communs associés a I'épilepsie
généralisée génétique (EGG) ont été publiés par le consortium européen d'Epicure [193].
L’étude a inclus 3020 patients avec EGG et 3954 témoins d’ascendance Européenne.
L’analyse par GWAS a révélé une association significative aux EGG en 2pl6.1
(rs13026414, p=2.5x10"), en 17q21.32 (rs72823592, p=9.3x10) et dans la région
2q24.3 (rs11890028, p=4.0x10-%), a proximité du gene SCN1A, qui est actuellement le
gene avec le plus grand nombre de mutations connues dans I'épilepsie [194]. Apres
stratification selon la classification syndromique, la recherche de susceptibilité allélique
a identifié une association a I'épilepsie absence en 2q22.3 (rs10496964, p=9.1x10-%) et a
I'EM] en 1q43 (rs12059546, p=4.1x10-8). Les régions associées abritent des genes
candidats: Cholinergic Receptor Muscarinic 3 (CHRM3) en 1q43, Vaccinia-Related kinase
2 (VRK2) en 2p16.1, Zinc Finger E Box-binding Homeobox 2 (ZEBZ) en 2q22.3, Sodium
channel neuronal type I, alpha subunit (SCN1A) en 2q24.3 et Pyridoxamine 5-Prime-
Phosphate Oxidase (PNPO) en 17q21.32 [193]. A I'exception de SCN1A et CHRM3, tous

les autres génes ne sont pas des genes candidats connus de susceptibilité a I'EGG, faisant
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allusion a des voies encore inconnues, outrepassant l'implication des canaux ioniques.

Plus récemment encore, le Consortium des Epilepsies Complexesl?a publié les
résultats d’'une méta-analyse incluant 8.696 individus épileptiques et 26.157 témoins
avec des données phénotypiques et génotypiques de 12 cohortes suivies pendant
plusieurs années [195]. Une association pangénomique significative a été retrouvée avec
le locus 2q24.3 contenant le gene Sodium channel neuronal type II, alpha subunit
(SCN24), et avec un locus sur le chromosome 4 (4pl15.1) contenant le gene
Protocadherin (PCDH7). L'analyse de cette cohorte a également révélé une importante
association entre les EGG et le locus 2p16.1 contenant les génes Fanconi anemia
complementation group L (FANCL), et Vaccinia related kinase 2 (VRKZ2), une sérine-

thréonine kinase précédemment associée a I'épilepsie et a la schizophrénie [196].

En dépit de ces avancées majeures, et a 'ere du diagnostic de I'épilepsie par des
applications disponibles sur Smartphones [197], et de son traitement personnalisé par
les cellules pluripotentes et par thérapie génique [198, 199], force est de constater que
la situation est loin d’étre satisfaisante. En effet, la plupart des genes découverts ont été
associés aux épilepsies monogéniques qui ne représentent que 1 a 2% de toutes les
épilepsies génétiques, et il reste encore beaucoup de formes familiales a hérédité

complexe, pour lesquelles les génes de susceptibilité demeurent inconnus [200].

8.6. Le conseil génétique

Le conseil génétique est le processus par lequel des patients ou des 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 matieére de planification de
vie et de planification familiale, de maniére a prévenir la maladie. Ce processus
complexe peut étre séparé en deux parties : le diagnostic (estimation des risques) et une
deuxiéme partie, plus complexe, de conseil en fonction du diagnostic. Tout comme la
singularité d'une maladie génétique est sa tendance a récidiver dans la famille, I'aspect

unique du conseil génétique est de ne pas se limiter seulement au patient mais de

10 Le Consortium des épilepsies complexes a été concu par la LICE en 2009 dans le but
d’identifier les loci de susceptibilité aux épilepsies complexes.

70



Introduction Générale
s’'intéresser aussi aux membres de sa famille, a la fois présents et passés.

Les avancées significatives dans le domaine de la génétique des épilepsies rendent les
tests génétiques cliniques encore plus concevables et envisageables. Ainsi, le patient doit
comprendre d'une part la raison pour laquelle un test génétique lui est proposé et
d’autre part ses différentes répercussions (médicales, éthiques, juridiques et sociales)
afin de pouvoir prendre une décision « éclairée ». A cet effet, les guidelines attestent que
« tout test génétique doit étre précédé d'une information adéquate sur les objectifs et les
résultats possibles du test et les choix qui pourraient en découler »11. Cette déclaration
s’applique clairement aux épilepsies vu qu’elles constituent une entité hétérogéne avec

une grande variabilité étiologique et phénotypique.
Ainsi, le conseil génétique pour les épilepsies devrait inclure:
- L’évaluation du patient, de sa perception du risque et de ses attentes.

- L'interprétation du test en terme de sensibilité, de spécificité et de probabilité
d'obtenir un résultat positif, négatif ou non concluant. Comme la plupart des épilepsies
génétiques sont multifactorielles et a transmission complexe, les limites de l'analyse

devraient étre expliquées [201].

- L’'implication du dépistage et ses répercussions sur la prise en charge médicale et sur la

décision de reproduction.

- Une description des méthodes utilisées pour prélever des échantillons de sang.
Lorsque les échantillons d'ADN doivent étre obtenus a partir de membres de la famille
afin d'effectuer un test génétique informatif, la question de « vie privée » doit étre prise
en compte. La pratique éthique consiste a demander au patient de communiquer
directement avec les autres membres de sa famille. A cette étape, il ne devrait y avoir
aucun contact direct entre les professionnels de soins de santé et les membres de la

famille [202].

- Un plan pour la communication des résultats au patient, notamment dans le futur et en

tenant compte de l'évolution de la pharmacogénétique. Il est recommandé que les

11 http://www.who.int/genomics/publications/en/ethicalguidelines1998.pdf
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patients soient recontactés si cela est appropriée et souhaité. L'impact émotionnel de
communiquer de nouvelles informations sensibles, la protection de la vie privée, et les

interactions familiales devraient également étre pris en considération.
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CHAPITRE Il : L’épilepsie familiale en Algérie, caractéristiques
cliniques et modes de transmission

Résumé

Objectifs : Analyser les caractéristiques cliniques et les modes de transmission de
I'épilepsie chez des familles Algériennes multigénérationnelles.

Matériels et méthodes : Tous les individus présentant le phénotype épileptique ont été
évalués au service de Neurologie du CHU d'Oran. Les données cliniques,
eletroencéphalographiques et iconographiques ont été collectées, et les syndromes
épileptiques ont été classés selon les criteres de la LICE (2010). Les modes de
transmission ont été déterminés a travers I'analyse des pedigrees.

Résultats : Quarante familles comportant chacune au moins deux membres atteints
d’épilepsie, ont participé a I'étude. Nous avons collecté des données concernant 907
individus, dont 156 (17.2%) présentaient un phénotype épileptique. Une consanguinité
parentale a été notée chez la moitié des familles dont 80% au premier degré. Une
concordance phénotypique a été observée dans vingt-cinq familles (62.5%). L’analyse
des pedigrees suggérait une transmission autosomique dominante avec ou sans
pénétrance réduite dans 18 familles (45%), une transmission autosomique récessive
dans 14 familles (35%) et une transmission récessive liée a I'’X dans une seule famille.
Conclusion: Cette étude a révélé une ségrégation de 'épilepsie dans des familles
Algériennes multiplex, confortant I'hypothese du caractere héréditaire de cette maladie.
Elle a également mis en évidence un taux non négligeable d’'unions endogames,

suggérant un role de la consanguinité dans le déterminisme génétique de I'épilepsie.

Mots Clés : Epilepsie familiale, consanguinité, mode de transmission, pedigree.

Cette étude a fait 'objet d’'une publication dans la revue « Seizure, European Journal of

Epilepsy » (Annexe 1).
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CHAPTER II: Familial epilepsy in Algeria, clinical features and
inheritance profiles

Abstract

Background: This study aimed to document the clinical characteristics and inheritance
pattern of epilepsy in multigenerational Algerian families.

Materials and methods: Affected members from extended families with familial
epilepsy were assessed at the University Hospital of Oran in Algeria. Available medical
records, neurological examination, electroencephalography and imaging data were
reviewed. The epilepsy type was classified according to the ILAE criteria (2010) and
modes of inheritance were deduced from pedigree analysis.

Results: Forty families with two or more members affected by idiopathic epilepsy
participated in the study. We collected data from 907 subjects, of whom 156 (17.2%)
showed epilepsy. The consanguinity rate among parents of affected individuals was 50%
with phenotypic concordance observed in 25 families (62.5%). Pedigree analysis
suggested autosomal dominant inheritance with or without reduced penetrance in 18
families (45%), probable autosomal recessive inheritance in 14 families (35%), and an
X-linked recessive inheritance in one family.

Conclusion: This study revealed large Algerian families with multigenerational
inheritance of epilepsy and highlighted a significant rate of endogamous unions. These
results suggest familial segregation of epilepsy, and a probable role of inbreeding in

genetic epilepsies.

Key words: Familial epilepsy, consanguinity, inheritance pattern, pedigree.

This observational study has been published in « Seizure, European Journal of Epilepsy »

(Appendix 1).
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1. Introduction

Les études généalogiques et familiales de populations endogames présentent un intérét
particulier du fait de la faible stratification de la population et de la possibilité de
réaliser des études a la fois de liaison et d’association. Elles représentent des approches
puissantes pour l'identification de variants génétiques rares.
Depuis la mise en place d’'une consultation spécialisée en épilepsie au service de
Neurologie du CHU d’Oran en 2011, nous avons constaté l'existence de plusieurs
familles comportant au moins deux individus atteints d’épilepsie. Dans la plupart des cas,
il s’agit de larges familles consanguines dont les phénotypes les plus souvent en cause
sont :

- 'épilepsie familiale du lobe temporal (ELT) ;

- 'épilepsie myoclonique juvénile (EM]) ;

- I'épilepsie myoclonique progressive de type 1 (EMP1) ;

- I'épilepsie absence de I'enfant (EAE) ;

- et I'épilepsie génétique avec convulsions fébriles plus (EGCF+).
Cette constatation nous a incité a mener une étude descriptive de ces familles, dont
I'objectif est double :

- d'une part, décrire les caractéristiques cliniques et phénotypiques ;

- et d’autre part, établir les modes de transmission de I'épilepsie a travers l'analyse

des pedigrees.

2. Matériels et méthodes

Il s’agit d’'une étude observationnelle menée au service de neurologie du centre
hospitalier universitaire d’Oran sur une période de 05 ans (de Janvier 2011 a Décembre

2015).

2.1. Région d’étude

La wilaya d'Oran est la capitale de I'Ouest Algérien et une des plus importantes
villes du Maghreb. Elle est située au bord de la rive sud du bassin méditerranéen, au
nord-ouest de I’Algérie, a 432 km de la capitale Alger. Bordée a I'est par Mostaganem, au

sud-est par Mascara, au sud-ouest par Sidi-Bel-Abbes et a 'ouest par Ain Témouchent, la
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ville s’étend sur 2.114 km?2. Depuis le dernier redécoupage administratif de 1984, la
wilaya d'Oran est divisée en neuf dairas, sur lesquelles se répartissent 26 communes
(Figure 9).

D’apres le dernier recensement de la population en 200912, la ville compte 1.584.607
habitants avec un taux d’accroissement de 1.9 et une densité de 9530.3 habitants/km?.
Elle est caractérisée par une population tres jeune, 42.3% de la population est agée de
moins de 20 ans et 62.6% est agée de moins de 30 ans. Fondée en 902 par les Andalous,
Oran a connu une succession de colonisations. De ce fait, elle méle plusieurs influences :

arabes, berbeéres, portugaises, espagnoles, turques et francaises.

12 www.ons.dz.mise a jour le 07/01/2016
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Figure 9: Carte géographique de la wilaya d'Oran'3

2.2. Recrutement des familles et évaluation clinique

Tous les épileptiques suivis en consultation spécialisée sont systématiquement
interrogés sur la notion de cas similaires dans la famille. Ceux qui répondent
favorablement sont basculés en consultation « épilepsie familiale », et font I'objet d'une
réévaluation clinique avec examen neurologique rigoureux. Ils bénéficient également
d’enregistrements électroencéphalographiques (EEG) périodiques, selon le systeme
international 10-20 a I’état de veille et, si possible, pendant le sommeil diurne induit par
la privation de sommeil. Le bilan est ensuite complété par une imagerie cérébrale par

résonance magnétique (IRM) avec injection de gadolinium. Tous les membres

13 https://fr.wikipedia.org/mise a jour le 06/02/2016
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possiblement affectés sont par la suite convoqués et évalués de la méme facon. Les
apparentés apparemment sains, sont aussi interrogés, examinés et bénéficient d'un
enregistrement EEG systématique.

Le questionnaire utilisé est celui de l'Institut d’Epidémiologie neurologique et de
Neurologie Tropicale de Limoges soutenu par la Ligue Internationale Contre I'Epilepsie
[203]. Initialement élaboré par les membres d'un Comité de Recherche
multidisciplinaire, ce questionnaire a été discuté avec des experts internationaux et
utilisé lors de recherches épidémiologiques et lors d’enquétes hospitalieres réalisées
dans plusieurs pays Africains: Bénin [204], Burkina-Faso [205], Cameroun [206],
République Centrafricaine [207], et Mauritanie [208], ou il a démontré son applicabilité
et sa faisabilité. Plusieurs versions corrigées ont ainsi pu étre réalisées. La version finale
qui a recu l'approbation de tous, a 4 grands objectifs : dépister les patients atteints,
décrire les formes cliniques, rechercher les étiologies, et évaluer les traitements
prescrits. Sa structure est modulaire et comprend les 9 sections suivantes : données
démographiques, dépistage, confirmation de I'épilepsie, histoire naturelle de I'épilepsie,
antécédents, examen clinique, examens complémentaires, étiologies et traitement anti-
épileptique (Annexe 02).

Le recueil des données s’est effectué sur plusieurs consultations avec les patients et leur
entourage. Ces entretiens ont permis d’enquéter sur les antécédents familiaux
d’épilepsie, de définir les degrés de parenté entre les individus, d’identifier les unions
endogames, d’obtenir des informations sur le déroulement des grossesses et leur
surveillance, les modalités d’accouchement et le développement psychomoteur des
sujets atteints.

Dans un second temps, des entretiens avec les grands parents, les apparentés et les
collatéraux ont été effectués au service de neurologie, parfois méme au domicile des
patients. Nous avons également eu des entretiens téléphoniques avec des apparentés
vivant hors du pays pour confirmer les dires des patients et pouvoir déterminer les liens
de parenté entre les ascendants. Ces entretiens nous ont permis de recueillir des
informations concernant l'origine des familles, leurs histoires migratoires et leur
exposition a d’éventuels facteurs de risque environnementaux. Nous avons également
consulté les livrets de familles, les actes de naissance et de mariage et parfois méme les
registres de I'état civil pour nous assurer de I'identité des individus, de leurs ages exacts

et de leurs liens de parenté. Des données sur le degré de parenté des différents conjoints,
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sur 'origine des conjoints non apparentés, ainsi que les maladies prévalant dans les
familles ont été également précisées.

Par la suite, des arbres généalogiques d’au moins trois générations ont été élaborés et
codés « EPI-ORA-XXX » (EPI pour épilepsie, ORA pour Oran, et XXX pour les trois
premieres lettres du nom de chaque famille nucléaire). Les pedigrees ont été retracés
suivant les normes standardisées utilisées dans les études de génétique médicale et ce, a
'aide du logiciel « Genial Pedigree ».

La version francaise de la DIGS (Diagnostic Interview for Genetic Studies) a été utilisée
pour évaluer les patients ayant des troubles mentaux associés [209]. Cette évaluation a
été réalisée par un psychiatre entrainé et bilingue (francais-arabe) exercant au CHU
d’Oran. La DIGS est a l'origine un outil semi-structuré développé par la « National
Institute of Mental Health Genetics Initiative » dans la perspective d’'une meilleure
caractérisation des phénotypes psychiatriques. Elle permet également d’évaluer
'existence, présente ou passée, d'un large spectre de pathologies de ’Axe I du manuel
diagnostique et statistique des troubles mentaux (DSM-IV), et d’en préciser I'évolution
au cours du temps.

Nous avons également procédé a un dépistage de la dépression chez tous les patients
par le questionnaire NDDI-E (The Neurological Disorders Depression Inventory for
epilepsy). Pour cela, nous avons utilisé les deux versions validées en arabe [210]et en
francais [211, 212].

Tous nos patients ont bénéficié d'un examen génétique a la recherche d’éventuelles
malformations ou variations morphologiques individuelles ou familiales, pouvant
contribuer a l'identification d’'un syndrome déja connu. L’examen morphologique a
consisté en des mesures paramétriques du poids, de la taille et du périmetre cranien.
Nous nous sommes également intéressés a I'aspect général de la face, des phaneres, des
extrémités, et des organes génitaux externes; nous avons méme visionné des

photographies des patients et de leurs apparentés prises a différents ages.

2.3. Classification des crises et des syndromes épileptiques

Nous avons collecté les informations inhérentes aux manifestations critiques en
interrogeant les patients et les témoins des crises. En cas de doute, nous demandions a
I'entourage de filmer les crises. Nous nous sommes basés sur les antécédents des

malades, leur statut neurologique, leur types de crises, leur enregistrements EEG et leur
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imagerie cérébrale pour classer les syndromes épileptiques selon les recommandations

de la LICE [74].

2.4. Consentement éclairé

Le protocole de cette étude a été soumis a I'approbation par consentement écrit
de tous les participants (Annexe 3). Pour les mineurs et les sujets présentant des
troubles du jugement, le consentement éclairé fut signé par le tuteur légal du sujet
atteint, et ce, conformément a la réglementation algérienne (Journal Officiel N°52 du 08
Juillet 1992 ; Regles de déontologie médicale. Chapitre II, paragraphe 3, Article 44
(Annexe 3) [213].

2.5. Définitions

e Le cas-index (probant ou proposant) a été défini comme le premier membre de la
famille a avoir été identifié dans cette étude.

e La consanguinité a été définie comme une relation maritale entre deux individus
qui partagent le méme ancétre ; le degré de consanguinité étant déterminé par le
nombre total de générations qui séparent deux individus de leur ancétre
commun [214].

e Une histoire familiale d’épilepsie a été considérée positive si au moins un
apparenté au 1er degré (parent, frere, sceur, enfant), 2éme degré (oncle, tante,
grands-parents, petits-enfants, neveu, niéce) ou 3¢me degré (cousin germain) était
épileptique.

e Nous avons conclu a une concordance phénotypique lorsque tous les membres
affectés présentaient les mémes caractéristiques cliniques (type de crises, age de
début des crises, réponse au traitement et résultats de 'EEG et de I'imagerie
cérébrale).

¢ Les modes de transmission ont été déterminés a partir de I'analyse des pedigrees.
Nous avons conclu a un mode de transmission autosomique dominant lorsque les
deux sexes étaient atteints de facon verticale sur plusieurs générations. Une
transmission autosomique récessive était suggérée lorsque les individus atteints
appartenaient a une génération issue de parents apparemment indemnes

(apparentés ou originaires du méme village). Un mode de transmission récessif
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lié a I'X était suspecté lorsque l'affection épargnait les sujets de sexe féminin et
lorsqu’aucune transmission « male-to-male » n’était observée.

e Les convulsions fébriles ont été définies comme la survenue de crises entre 06 et
60 mois, accompagnées de fievre (température = 100.4 °F ou 38 -C), en I'absence
de toute infection du systeme nerveux central [215].

e Le retard mental (RM) ou déficience intellectuelle (DI) est défini selon le systeme
de classification du DSM IV TR par un quotient intellectuel (QI) inférieur a 70, un
début avant l'dage de 18 ans, et l'existence de déficits ou d'altérations du
fonctionnement adaptatif [216]. Du fait de la non disponibilité de tests validés, et
notamment en arabe, la notion de RM a été étudiée a travers des entretiens avec
les patients et leurs familles sur le développement psychomoteur, le déroulement
de la scolarité et le niveau de fonctionnement et de raisonnement actuel.

e L’épilepsie a été considérée comme pharmacorésistante en cas de: (a) échec de
deux antiépileptiques appropriés, (b) survenue d’au moins une crise par mois
durant une période = 18 mois, et (c) pas plus de 3 mois sans crises au cours de
ces 18 mois [217].

e Une épilepsie contrdlée a été définie par 'absence de crise durant au moins six
mois chez des patients qui n’ont jamais répondu aux criteres de pharmaco-

résistance [218].

2.6. Analyses statistiques

Les données collectées ont été codées et saisies sur logiciel SPSS version 21.0 pour Mac
OS X. Nous avons procédé a une analyse descriptive des cas-index, faisant appel au calcul
des moyennes et des écarts-types pour les variables quantitatives et des pourcentages

pour les variables qualitatives.

3. Résultats

3.1. Caractéristiques cliniques de la cohorte

Quarante familles comportant au moins deux membres atteints d’épilepsie ont
participé a I’étude. Nous avons collecté les données de 907 sujets, parmi lesquels 156

(17.2%) présentaient une maladie épileptique, dont deux paires de jumeaux
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monozygotes. En plus des 40 probants, I'épilepsie a été diagnostiquée chez 61
apparentés au premier degré, 17 du second degré et 19 du troisiéme degré. Le nombre
moyen d’'individus par famille (malades et sains) était de 22.7 avec une moyenne de 4
membres affectés par famille.

La notion de consanguinité a été relevée chez la moitié de nos familles (20/40) dont 16
(80%) au premier degré et 4 (20%) au second degré.

Dans 25 familles (62.5%), les membres affectés partageaient le méme phénotype alors
que dans les 15 autres, les individus atteints souffraient de formes différentes
d’épilepsie.

Dans deux familles (5%), le phénotype épileptique était associé a d’autres
manifestations telles que le déficit intellectuel, paraplégie spastique, cécité et
microcéphalie, probablement en rapport avec un syndrome autosomique récessif non

diagnostiqué.
3.2. Caractéristiques cliniques des 40 probants

Parmi les 40 probants, il y avait 23 sujets de sexe masculin (57.5%) et 17 de sexe
féminin (42.5%) avec un sex-ratio estimé a 1.35.
L’age variait entre 4 et 59 ans avec une moyenne de 27.7+ 13.2 ans. Il s’agit d’'une
population a prédominance adulte (72.5% étaient agés de plus de 18 ans).
L’age de début de la maladie variait entre trois mois et 22 ans (age moyen : 9.5+ 6.1 ans).
En se basant sur le type de crises inaugurales, 16 patients (40%) présentaient des crises
focales, 20 sujets (50%) avaient des crises généralisées et les quatre restant (10%) n’ont
pu étre classés car leur maladie avait débuté par une combinaison de crises focales et
généralisées.
Onze probants (27.5%) avaient des antécédents personnels de convulsions fébriles (CF)
et huit d’entre eux (72.7%) avaient en plus, une histoire familiale de CF.
La distribution des cas-index en fonction de la classification syndromique de la LICE est

présentée dans la Figure 10.
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Figure 10: Distribution des 40 probants en fonction de leur syndrome épileptique
CAE: épilepsie absence de I'enfant, JME: épilepsie myoclonique juvénile, EPM1:

épilepsie myoclonique progressive de type 1, GEFS+: épilepsie génétique avec
convulsions fébriles Plus, FTLE: épilepsie familiale du lobe temporal

Vingt quatre proposants (60%) étaient sous monothérapie, douze (30%) sous deux
antiépileptiques et deux (5%) sous trithérapie. Les antiépileptiques les plus
fréquemment prescrits étaient par ordre décroissant : 'acide valproique® (22/40, 55%),
la Carbamazépine® (11/40, 27.5%) et le Lévétiracétam® (8/40, 20%).

Au moment de I'étude, 21 patients (52.5%) avaient une épilepsie contrélée par mono-
ou bithérapie. Vingt huit (70%) étaient libres de crises depuis au moins 3 mois, dont
deux (5%) ont été sevrés depuis plus de trois ans. Les douze autres probants (30%)
continuaient a présenter des crises malgré plusieurs combinaisons d’antiépileptiques.
Apres évaluation psychiatrique, deux probants ont été diagnostiqués avec
déficience intellectuelle et 12 (30%) avaient une comorbidité psychiatrique : 6 patients
présentaient de I'anxiété, 4 étaient dépressifs, un seul patient était schizophreéne et un
autre présentait un trouble du déficit de I'attention avec ou sans hyperactivité (TDAH).
Les caractéristiques cliniques, les données de I'examen neurologique, les résultats de

I'EEG ainsi que les probables modes de transmission sont résumés dans le Tableau 9.
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L’'imagerie cérébrale (TDM, IRM) était normale chez tous nos patients hormis le cas

index de la famille 17 qui présentait une atrophie corticale et cérébelleuse.
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Tableau 9: Caractéristiques électrocliniques et modes de transmission de I'épilepsie

chez les 40 probants.
Probants Age de début Type de crises Syndrome Résultats de Examen Mode de
(Années) épileptique I’EEG neurologique transmission
1 13 Focales EFLT Pointes ondes Normal De novo
EPI-ORA-AFF complexes temporales [219]
2 15 Myocloniques EMJ Polypointes Normal AD pénétrance
EPI-ORA-BAH généralisées réduite
3 18 Focales EFLT Ondes lentes Normal AD pénétrance
EPI-ORA-BEF simples temporales réduite
4 18 Myocloniques EM] Polypointes Normal AD pénétrance
EPI-ORA-BEK généralisées réduite ?
AR?

5 10 Myocloniques EMP1 Polypointes Dysarthrie, AR
EPI-ORA-BEL ondes ataxie

généralisées/

photosensibilité
6 5 Absences EAE Pointes ondes Normal AR
EPI-ORA-BEN généralisées a

3Hz
7 15 Focales EFLT Pointes ondes Normal AD
EPI-ORA-BEE complexes temporo-

pariétales
8 11 Myocloniques EM] Polypointes Normal XR? AD avec
EPI-ORA-BEZ ondes pénétrance

généralisées réduite?
9 11 Myocloniques EMP1 Pointes et Ataxie AR
EPI-ORA-BER polypointes cérébelleuse,

diffuses
10 2 Myocloniques EGCF+ Photosensibilité Normal AD pénétrance
EPI-ORA-BEB réduite?

AR?

11 3 Tonicocloniques EGCF+ Pointes ondes Normal AD
EPI-ORA-BOB généralisées généralisées
12 4 Inconnues EGCF+ Pointes ondes Normal AR
EPI-ORA-BOU temporo-

pariétales
13 5 Myocloniques EM] Polypointes Normal AR
EPI-ORA-BOG généralisées
14 11 Tonicocloniques Inconnu Normal Cécité, surdité, AR
EPI-ORA-BOS généralisées DI
15 5 Focales EGCF+ Pointes ondes Normal AD pénétrance
EPI-ORA-DJE complexes pariéto- réduite

occipitales
16 16 Focales EFLT Pointes temporo-  Normal AD pénétrance
EPI-ORA-DRI complexes pariétales réduite
17 1 Tonicocloniques EGCF+ Anomalies Paraplégie AD
EPI-ORA-FEL généralisées multifocales spastique, DI
18 1 Focales EFLT Pointes fronto- Normal AD
EPI-ORA-FRI simples temporales
19 1 Tonicocloniques EGCF+ Pointes ondes Normal AD? AR?
EPI-ORA-GHA généralisées temporo-

pariétales
20 12 Focales EGCF+ Pointes ondes Normal AD
EPI-ORA-KAD complexes temporales
21 17 Myocloniques EM] Polypointes Normal AR
EPI-ORA-KHE généralisées
22 17 Myocloniques EM] Polypointes Normal AR
EPI-ORA-KHO généralisées
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23
EPI-ORA-GOM

24
EPI-ORA-MAH

25
EPI-ORA-MAZ

26
EPI-ORA-MEL

27
EPI-ORA-MOU

28
EPI-ORA-RAH

29
EPI-ORA-SEH

30
EPI-ORA-SIA

31
EPI-ORA-SLI

32
EPI-ORA-YAK

33
EPI-ORA-YSS

34
EPI-ORA-ZEL

35
EPI-ORA-SAI

36
EPI-ORA-SIN

37
EPI-ORA-BEC

38
EPI-ORA-FEG

39
EPI-ORA-BOL

40
EPI-ORA-KEB

16

22

15

10

12

15

19

0.3

14

Focales
complexes

Myocloniques

Myocloniques

Inconnues

Myocloniques

Focales

complexes

Focales
complexes

Focales
complexes

Focales
simples

Myocloniques
Myocloniques
Partielles
complexes
Inconnues
Tonicocloniques
généralisées

Focales
simples

Inconnues
Focales
complexes

Focales
complexes

EFLT

EMP1

EMJ

Inconnu

EM]

Inconnu

EFLT

EFLT

EGCF+

EM]

EMJ

EFLT

EFLT

EFLT

EFLT

Inconnu

EFLT

EGCF+

Pointes temporo-

occipitales

Polypointes
généralisées

Polypointes
généralisées

Normal
Polypointes
généralisées

Ondes lentes
occipitales

Pointes ondes
temporales

Pointes fronto-
temporales

Pointes ondes
généralisées
Pointes ondes
frontales
Polypointes
généralisées
Pointes

temporales

Normal

Normal

Pointes
temporales

Pointes
multifocales

Pointes
temporales et
occipitales
Foyer frontal

Cécité

Dysarthrie,

ataxie, DI

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Microcéphalie

DI

Normal

Normal

AD

AR

AR

AD

AD pénétrance
réduite?

AR?

AD pénétrance
réduite?

AR?

AD?

XR?

AR?

AR

AD pénétrance

variable

AD

AD? AR?

AD pénétrance
variable

AD

AD

AD pénétrance
variable

AD

AD

AD: autosomique dominant, AR: autosomique récessif, XR: récessif 1ié a I'’X, EAE: épilepsie absence de I'enfant, EM]:
épilepsie myoclonique juvénile, EMP1: épilepsie myoclonique progressive de type 1, EGCF+: épilepsie génétique avec
convulsions fébriles Plus, EFLT: épilepsie familiale du lobe temporal, DI : déficience intellectuelle.

3.3. Résultats de I'analyse des modes de transmission

En tenant compte de I'analyse des pedigrees, I'épilepsie était transmise sur un

mode AD avec ou sans pénétrance réduite dans 18 familles (45%). Dans 14 familles

(35%), une TAR était suggérée, alors qu'une transmission récessive liée a I'X n’a été

observée que dans une seule famille. Chez les familles restantes, 'analyse généalogique

n’était pas concluante ou suggérait plus d'un mode de transmission (Figures 11 et 12).
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4. Discussion

4.1. Discussion des caractéristiques cliniques des 40 familles

L’épilepsie familiale comprend différents syndromes qui sont généralement
diagnostiqués a travers les caractéristiques cliniques des membres affectés. La
disponibilité de données généalogiques étendues permet d’établir de larges pedigrees,
potentiellement tres informatifs pour I'analyse génétique.

Dans notre étude, les familles vivent a Oran, une région ou le taux de mariages
consanguins est estimé a 18% selon les données de la Fondation Nationale pour la
Promotion de la Santé et le Développement de la Recherche en 200714, Des études
antérieures ont mis en évidence un taux élevé de mariages endogames a Tlemcen (34%),
une région a 150 km d’Oran [220]. Compte tenu de la ségrégation du phénotype
épileptique dans de larges familles multigénérationnelles comptant plusieurs membres
atteints, les Oranais semblent étre une population intéressante pour la recherche en
génétique des épilepsies.

Dans notre cohorte, le taux de consanguinité estimé a 50% était bien plus élevé
que ce qui est attendu dans la population générale. Des résultats similaires ont été
rapportés dans des populations pratiquant 'endogamie. En effet, dans leur cohorte
jordanienne de 31 familles épileptiques, Masri et al ont rapporté un taux de
consanguinité de 61.3%, suggérant que cette derniére jouerait un roéle dans le
déterminisme de certaines formes d’épilepsie [221]. Ainsi, cette constatation nous a
incités a mener une autre étude épidémiologique dans la méme région géographique,
visant a étudier la relation entre la consanguinité et I'épilepsie, et a identifier les autres
facteurs de risque associés a I'épilepsie [53]. Cette étude sera abordée dans le chapitre
suivant.

Dans notre échantillon, I'épilepsie était plus fréquente parmi les apparentés au
premier degré que ceux du deuxiéme ou troisieme degré. Ces résultats rejoignent les
données de la littérature. En effet, dans une large cohorte de 3098 épileptiques
originaires de Turquie, 9.5% des sujets de I'étude avaient au moins un apparenté

épileptique ; les membres apparentés au premier degré étant deux fois plus nombreux

14 www.forem.dz. Mise a jourle 07/01/2016
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que ceux du deuxieme degré (202 vs. 94) [222]. Ceci rejoint les résultats d’études
menées en Iran [51], en Jordanie [223], en Tanzanie [224], au Kenya [225] et en Inde
[226, 227]. Ces résultats suggerent l'existence d’'une composante génétique dans
I'épilepsie, mais n’écartent pas 'implication de facteurs environnementaux partagés par
les membres d’'une méme famille.

La plupart des familles (62.5%) étaient phénotypiquement concordantes alors
que dans les quinze familles restantes une grande variabilité phénotypique
intrafamiliale était observée. Ce phénomene peut étre expliqué par deux hypotheses :

e La premiere est celle du pléiotropisme génétique. En effet, certains genes codent
pour plusieurs traits phénotypiques a la fois. Par conséquent, une seule et méme
mutation peut s’exprimer par un large spectre phénotypique. C'est ce qu'on
appelle « 'effet pléiotropique d'un gene ».

e La deuxiéme hypothese qui a fait 'unanimité dans la communauté scientifique
est celle de l'exposition a des facteurs épigénétiques qui vont moduler
I'expression des genes sans pour autant modifier la séquence d’ADN ni l'ordre
d’enchainement des bases azotées. Ces facteurs sont représentés essentiellement
par la méthylation des segments d’ADN riches en filots CpG, et par la
désacétylation des histones. Ces deux mécanismes vont entrainer une
compaction de la chromatine avec enclavement et séquestration du gene a
I'intérieur des replis. Le geéne n’étant plus accessible au complexe de
transcription, il ne sera pas transcrit, et sera donc réduit au silence. C’est ce qu’on

appelle dans le jargon génétique « le silencage génique ».
4.2. Discussion des caractéristiques cliniques des 40 probants

Parmi nos 40 cas-index, il y avait une légére prédominance masculine (23
hommes/17 femmes). La plupart des études épidémiologiques sur I'épilepsie montrent
que les hommes sont plus fréquemment atteints que les femmes, cependant la différence
est rarement statistiquement significative [228].

L’age moyen de début des crises était de 9.5 ans, probablement a cause de la
prédominance dans notre échantillon, de syndromes épileptiques qui ont la particularité
de s’exprimer a l'adolescence ou un peu plus tard, tels que I'épilepsie myoclonique
juvénile [229], I'épilepsie myoclonique progressive [230, 231] et I'épilepsie familiale du

lobe temporal [232].
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Les crises généralisées étaient légerement plus fréquentes que les crises focale
(50% vs. 40%). Ce résultat concorde avec ceux des études menées dans certains pays
Arabes [31, 233], en Asie [234] et en Afrique sub-Saharienne [235]. En outre, dans une
cohorte Américaine incluant 1994 individus épileptiques, Abou Khalil a constaté que les
individus présentant des crises généralisées avaient plus d’apparentés au premier et
second degré atteints d’épilepsie que ceux présentant des crises focale (40.2% versus
31.2%, p = 0.001) [236]. Une autre étude plus récente menée en Israél et qui a inclus
211 familles multiplex, a rapporté une prédominance des crises généralisées qui étaient
trois fois plus fréquentes que les crises focales [237]. En effet, malgré I'existence d’'une
part génétique indéniable dans certaines formes familiales d’épilepsie focale, la
contribution de ces facteurs reste relativement modeste par rapport a ce qui est
rapporté dans les épilepsies généralisées [102].

Onze probants (27.5%) avaient des antécédents personnels de convulsions
fébriles (CF) et 75% d’entre eux avaient une histoire familiale de CF. Ces résultats
concordent avec ceux d’Abou Khalil qui a constaté que les patients épileptiques ayant
des antécédents personnels de CF étaient plus susceptibles d'avoir une histoire familiale
de CF que ceux n’en ayant pas (p<10-¢) [236]. De maniéere intéressante, Hwang et al. ont
identifié I'histoire familiale d’épilepsie comme facteur prédictif de survenue de crises
non provoquées chez les enfants qui ont présenté leur premiére CF apres I'age de trois
ans (p=0.019) [238].

Soixante dix pour cent de nos cas-index étaient libres de crises durant les trois
mois précédant I'enquéte, alors que 30% continuaient a présenter des crises. Ceci peut
étre en partie expliqué par la fréquence non négligeable de syndromes épileptiques
myocloniques dans notre cohorte (EM] ou EMP1), connus pour étre pharmaco-résistants
ou pharmacodépendants. En effet, dans une étude récente que nous avons menée au
service de neurologie du CHU d’Oran, et qui avait pour objectifs d’identifier les facteurs
prédictifs précoces d’épilepsie réfractaire, les crises myocloniques étaient
significativement prédictives de pharmacorésistance. Les autres facteurs identifiés
étaient la fréquence élevée des crises en début d’évolution, un état de mal inaugural, et
I’étiologie de I'épilepsie (Annexe 1) [239]. Par ailleurs, la persistance des crises pourrait
refléter une mauvaise observance thérapeutique de certains patients faisant face a des

difficultés financieres et a un niveau socio-économique tres bas.
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Des comorbidités psychiatriques étaient présentes chez 12 probants (30%).
Plusieurs études récentes ont montré un lien étroit entre I’épilepsie et divers troubles
neuropsychiatriques chez I'adulte et méme chez l'enfant [240-247]. Les troubles de
I'humeur se voient chez 25 a 48% des épileptiques et les troubles anxieux dans 14 a
31% des cas [248-250]. Par ailleurs, il existe une relation bidirectionnelle entre
'épilepsie et la dépression [251]. En effet, les épisodes dépressifs majeurs chez les
épileptiques varient entre 11 et 62% versus 3.7 a 6.7% dans la population générale
[252]. En outre, le pourcentage de déces par suicide chez les patients épileptiques varie
de 11 a 33%, avec une moyenne générale de 11,5% [253]. L'association avec la psychose
est également surprenante; la prévalence de la psychose interictale chez les épileptiques
est estimée a 19.4% dans les épilepsies généralisées et a 15.2% dans I'épilepsie du lobe
temporal [254]. Il est indispensable de dépister ces comorbidités chez les patients
épileptiques au moyen d’échelles standardisées et de questionnaires validés afin
d’améliorer et de personnaliser la prise en charge de ces malades [255-260].

Il est actuellement admis que certains désordres psychiatriques partagent des variants
génétiques communs avec I'épilepsie [261]. En effet, les études génétiques de recherche
de variations en nombre de copies d’ADN (CNV), ont montré que dans certains cas, le
méme CNV se voit dans les affections psychiatriques et dans I'épilepsie [262]. Plusieurs
études ont démontré une association entre des CNV récurrents rares avec |'épilepsie,
I'autisme , la schizophrénie, le retard mental et le trouble du déficit de 1'attention avec
ou sans hyperactivité (TDAH) [263, 264]. Plus intéressante encore est l'observation
qu'un méme CNV peut contribuer au développement de plus d'un type de troubles
neuropsychiatriques [265]. Cela a conduit a suggérer que la schizophrénie, 1'autisme et
la déficience intellectuelle sont plutot des phénotypes chevauchants d'une anomalie

commune du développement neural [266, 267].

4.3. Discussion des modes de transmission

Notre cohorte comprenait 13 familles avec épilepsie du lobe temporal (ELT): sept
familles présentaient des caractéristiques compatibles avec une épilepsie mésiale du
lobe temporal (crises focales simples avec des impressions de déja-vu parfois associées
a des vertiges ou des nausées, crises focales complexes avec suspension de la
conscience) et six familles ont été diagnostiquées avec une épilepsie autosomique

dominante avec crises a symptomatologie auditive (autosomal dominant temporal lobe
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epilepsy with auditory features ADEAF). Nous avons conclu a une transmission
autosomique dominante (AD) dans 76.9% de ces familles (Tableau 11). En effet, il est
communément admis que ADEAF suit un mode d'hérédité AD avec pénétrance
incompléte. Ainsi, en analysant les données provenant de 24 familles avec ADEAF et
mutations du gene leucine-riche glioma inactivé (LGI), Rosanoff et Ottman ont constaté
que la pénétrance globale de la maladie était de 67% et qu’elle ne variait pas en fonction
du type de mutation ou de sa localisation dans le gene [268]. Hedera et al. ont décrit une
famille caucasienne de quatre générations, dans laquelle onze individus présentaient
des caractéristiques compatibles avec une épilepsie mésiale. Trois individus indemnes
avaient des descendants présentant le phénotype, suggérant une transmission AD avec
pénétrance incomplete [269].

L’épilepsie myoclonique juvénile (EM]) a été diagnostiquée dans neuf familles.
Les pedigrees étaient compatibles avec une transmission AD probable dans trois
familles et autosomique récessive (AR) dans quatre familles. Dans les deux familles
restantes, l'analyse des pedigrees suggérait la possibilité de plus d'un mode de
transmission. A ce jour, le mode exact de transmission de 'EM] n’est pas connu [270];
les rares études familiales et génétiques menée ont abouti a des résultats plutot
contradictoires : transmission AD, AR, maternelle ou complexe [229].

Nous avons posé le diagnostic d’épilepsie myoclonique progressive de type 1
(EMP1) chez trois familles avec une transmission sur un mode AR. EMP1 ou maladie
d’Unverricht-Lundborg (Unverricht-Lundborg Disease ULD) est une maladie
neurodégénérative AR, caractérisée par des myoclonies d’action, des crises tonico-
cloniques, une ataxie cérébelleuse progressive et une préservation de la cognition [271].
Des mutations dans le gene codant pour la cystatine B (CSTB), un inhibiteur de la
cystéine protéase, sont responsables de 'anomalie génétique sous-tendant 'EMP1[272].

Dans notre population d'étude, il y avait 9 familles avec phénotypes compatibles
avec une épilepsie génétique avec convulsions fébriles Plus (EGCF+), une épilepsie a
expressivité extrémement variable au sein d'une méme famille. Le mode de
transmission semblait AD dans cinq d’entre elles, et AR dans deux autres. A notre
connaissance, toutes les familles EGCF+ décrites dans la base de données OMIM15,

suivent un mode de transmission exclusivement AD [273]. Récemment, Belhedi et al. ont

15 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim.mise a jour le 10/01/2016
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décrit la premiere famille Tunisienne consanguine présentant une EGCF+ avec un mode
de transmission AR. L’étude de liaison a permis d’identifier un nouveau locus sur le
chromosome 22q13.31 [274]. Une autre famille d’origine Marocaine avec transmission
AR de la maladie a également été décrite avec liaison en 8q12.1-q13.2 [275].

Le phénotype d’épilepsie absence de I'enfant a transmission AR a été identifié
chez une seule famille consanguine avec trois enfants atteints. Une forme familiale
d'épilepsie absence de l'enfant avec un mode de transmission AR a également été
rapportée dans cinq familles tunisiennes consanguines [276].

Deux de nos familles (5%) avaient une épilepsie syndromique avec une
transmission AR probable, pointant vers le role important de la consanguinité dans

|'expression de variants récessifs rares.

5. Limites de I’étude

Notre étude a plusieurs limites notamment la taille relativement petite de
I'échantillon. Elle a porté sur une population recrutée dans un Centre Hospitalier,
pouvant ne pas étre représentative du large spectre des épilepsies familiales, ce qui
constitue un biais de sélection. De plus, I'absence de réalisation des tests de QI pour
I'appréciation du degré du retard mental et la difficulté de recueil des informations
concernant le développement psychomoteur des patients, représentent des biais

d’information supplémentaires.

6. Conclusion

Notre étude a révelé 'existence de larges familles algériennes multiplex avec plusieurs
individus atteints d’épilepsie, confortant la composante génétique de cette maladie.
Dans la majorité des cas, le mode de transmission est autosomique dominant avec
pénétrance réduite, ou autosomique récessif. Le taux non négligeable d’unions
endogames dans cette cohorte nous a incités a mener une autre étude analytique visant
a investiguer la relation entre la consanguinité et 1'épilepsie et a rechercher une
agrégation familiale de cette affection dans une population d’origine Algérienne. Cette

étude est rapportée dans le chapitre qui suit.
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CHAPITRE Il : Consanguinité et agrégation familiale de I'épilepsie

Résumé

Introduction : Le role important attribué a la consanguinité dans le développement de
certaines maladies a déterminisme génétique est bien documenté; cependant son
association a I'épilepsie a été suggérée par certaines études et réfutée par d’autres. La
présente étude cas-témoins a pour objectifs d’étudier la relation entre I'épilepsie et la
consanguinité, de rechercher une agrégation familiale de I'épilepsie, et d’identifier les
facteurs de risque associés a I'épilepsie dans une population de I'ouest Algérien.
Mateériels et méthodes : Ont été inclus des épileptiques non apparentés agés de plus de
16 ans, suivis au service de neurologie du CHU d'Oran et consultant entre Octobre 2013
et Mars 2014. Des témoins appariés au sexe et a I'age ont été sélectionnés parmi les
patients suivis au méme service pour une autre pathologie neurologique. Les variables
étudiées étaient: la consanguinité parentale, I'histoire familiale d’épilepsie, le retard
mental, le déficit neurologique, les antécédents de convulsions fébriles, de traumatisme
cranien sévere, de pathologie cérébro-vasculaire, de complications périnatales,
d’infection du systéme nerveux central et 'alcoolisme chronique.

Résultats: 101 cas et 202 témoins ont participé a 'étude. L’analyse multivariée par
régression logistique a retenu cinq facteurs significativement associés a I'épilepsie dans
le modele final: la consanguinité parentale au premier degré (p=0.029), une histoire
familiale d’épilepsie chez un apparenté au premier degré (p<10-4), des antécédents de
convulsions fébriles (p=0.005), de traumatisme cranien sévere (p=0.020), et le retard
mental (p=0.006).

Conclusion: Cette étude a permis d’identifier les facteurs de risque associés a
'épilepsie et de démontrer une agrégation familiale de 1'épilepsie dans une population
de I'ouest algérien. La mise en place d’une stratégie de prévention et de sensibilisation

de la population sur I'impact des mariages consanguins s’avere nécessaire.

Mots clés : Consanguinité, épilepsie, facteurs de risque, Algérie.

Cette étude a fait 'objet d’'une publication dans « Epilepsy Research » (Annexe 1).
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CHAPTER lll: Consanguinity and familial aggregation of epilepsy

Abstract

Purpose: The role attributed to inbreeding in the development of genetically
determined diseases has been well documented. However, its association with epilepsy
has been suggested by some studies and refuted by others. The goal of this case-control
study was to identify the significance of consanguinity and other risk factors of epilepsy,
and to seek familial aggregation of epilepsy in a population of western Algeria.
Materials and methods: Unrelated epileptic patients upwards of 16 years, who
attended the Neurology Department between October 2013 and March 2014, were
included in the study. Controls matched for age and sex, were selected among non-
epileptic patients attending the same department during the same period for another
neurological disorder. The risk factors evaluated were: consanguinity, family history of
epilepsy, perinatal complications, infection of the central nervous system, mental
retardation, neurological impairment, history of febrile seizures, severe head trauma,
cerebrovascular diseases, and addiction.

Results: 101 cases and 202 controls participated in the study. Multivariate logistic
regression identified five factors significantly associated with epilepsy: first-degree of
consanguinity (p=0.029), history of epilepsy in first-degree relatives (p<10-4),
antecedent of febrile seizures (p=0.005), severe head injury (p=0.020) and mental
retardation (p=0.006).

Conclusion: This case-control study identified risk factors associated with epilepsy, and
demonstrated familial aggregation of epilepsy in a population of western Algeria. The
implementation of a strategy for prevention and awareness of the impact of
consanguineous marriages as well as genetic counselling for couples with a family

history of epilepsy are needed.

Key words: Consanguinity, epilepsy, risk factors, Algeria.

This study has been published in « Epilepsy Research » (Appendix 1).

101






Consanguinité et agrégation familiale de I'épilepsie

1. Introduction

La consanguinité est une relation entre deux personnes qui partagent un ancétre
commun. En d’autres termes, les mariages consanguins se référent a des unions
contractées entre des individus biologiquement liés [277]. Ces unions demeurent
largement répandues notamment au Moyen Orient et au Maghreb ou elles sont
favorisées par les traditions et les habitudes culturelles (Figure 13) [278, 279]. La
consanguinité est associée a une augmentation du taux de malformations congénitales et
de mortalité périnatale [280]. En outre, les enfants issus d’'unions consanguines sont a
risque accru de maladies récessives en raison de l'expression de mutations génétiques
autosomiques récessives héritées d'un ancétre commun. Plus la relation biologique
entre les parents est forte, plus grande est la probabilité que leur descendance hérite de
copies identiques d'un ou plusieurs genes récessifs pathogenes [281].

Au cours des trois dernieres décennies, plusieurs études cas-témoins visant a
rechercher les facteurs de risque de I'épilepsie ont été menées [28, 48, 50, 282]. Bien
que ces études aient identifié une série de facteurs, les résultats étaient souvent mitigés.
Alors que les accidents vasculaires cérébraux (AVC) et les traumatismes craniens ont été
incriminés chez 'adulte dans les pays industrialisés [283, 284], 1'épilepsie a été associée
aux maladies parasitaires, aux complications périnatales et aux infections du systeme
nerveux central (SNC) dans les pays en voie de développement [51, 282, 285].

L’association a la consanguinité a été trés peu étudiée dans les pays développés
probablement en raison de la rareté de I'’endogamie dans ces populations (0,2% aux
USA- 0,8% en France- 1,1% en Italie et 0,2% en Australie) [286, 287]. Dans le monde
arabe ou les mariages consanguins au premier degré représentent plus de 50% de
I’ensemble des unions [288-291], I'association a I'épilepsie a été suggérée par certaines
études [292-296], et réfutée par d’autres [223, 297-299].

En Algérie ou la prévalence de I'épilepsie est estimée a 8.32/1000 [31] et le taux
de consanguinité a 38%16, tres peu d’études épidémiologiques sur I'épilepsie ont été

publiées et aucune n’a évalué I'association a des facteurs de risque.

16 www.forem.dz. Mise a jourle 07/01/2016
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Compte tenu du role important attribué a la consanguinité dans le
développement de malformations congénitales et de maladies a déterminisme génétique
telles que les hémoglobinopathies, la perte héréditaire de l'audition, le déficit en
glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD), les encéphalopathies et la schizophrénie
[214]; et du fait de I'hétérogénéité des données disponibles, il nous est apparu
nécessaire de réaliser une enquéte épidémiologique visant a investiguer la relation
entre la consanguinité et I'épilepsie, a rechercher une agrégation familiale de I'épilepsie,
et a identifier les autres facteurs de risque associés a I'épilepsie dans une population de

I'ouest Algérien.
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Figure 13: Carte géographique représentant la répartition du taux de consanguinité
dans le monde [281]

2. Matériels et méthodes

2.1. Type d’enquéte

Il s’agit d’'une étude analytique, rétrospective, de type cas-témoins menée au service de

Neurologie du CHU d’Oran du 1¢r Octobre 2013 au 31 Mars 2014.
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2.2. Population d’étude

Le choix de la population d’étude s’est porté sur les sujets non apparentés agés de plus
de 16 ans, suivis entre 1989 et 2014 pour maladie épileptique. N'ont pas été inclus les
sujets présentant uniquement des convulsions fébriles, les sujets adoptés et ceux
présentant des troubles mnésiques.

Des témoins sans antécédents personnels d’épilepsie, appariés selon I'age et le sexe ont
été sélectionnés parmi les malades suivis au méme service et durant la méme période,
pour une autre maladie neurologique.

Le nombre de sujets nécessaires (deux témoins par cas) a été calculé par le logiciel
BiostaTGV pour un risque de premiere espece a 5%, une puissance a 80%, en prenant
comme référence un Odds Ration (OR) de 2.11 rapporté par une étude Indienne et un
pourcentage de consanguinité a Oran de 18% selon les données de la Fondation
Nationale pour la Promotion de la Santé et le Développement de la Recherche en 2007.
L’enquéte a été réalisée au moyen d'un questionnaire validé par I'Institut
d’Epidémiologie neurologique et de Neurologie Tropicale de Limoges, soutenu par la
Ligue Internationale Contre I'Epilepsie (Annexe 2) [203]. Les données ont été

recueillies a travers plusieurs consultations et un examen des dossiers.

2.3. Définitions

e Les syndromes et les crises épileptiques ont été définis selon les criteres de la
LICE 2010 [74].

e L’dge de début de la maladie a été défini comme I'age ou le patient ou sa famille
ont remarqué la survenue de la premiere crise.

e La consanguinité, I'histoire familiale d’épilepsie, les convulsions fébriles et le
retard mental ont déja été définis dans le chapitre II.

e Un traumatisme cranien a été considéré comme sévere s’il s’est accompagné
d’une perte de connaissance durant plus de 24 heures, d'un hématome sous dural
ou de contusions cérébrales [300].

e Le diagnostic d’AVC s’est basé sur l'interrogatoire, 'examen neurologique et les
résultats de I'imagerie cérébrale.

e Lanotion d'infection du SNC a été confirmée par les données de I'étude du liquide

cérébro-spinal et les résultats de 'imagerie cérébrale figurant sur le dossier.
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e Les complications périnatales incluaient la notion de survenue d’'une détresse
respiratoire a la naissance, ou de séjour en réanimation.
e Lanotion d’alcoolisme chronique a été définie par une consommation d’au moins
trois verres de boisson alcoolisée par jour depuis au moins un an.
e Lanotion de consommation de drogues illicites a été rapportée selon les dires du
sujet enquété.
Un formulaire de consentement a été préparé avant l'enquéte, et chaque sujet a été

informé sur les modalités de I'étude et les différentes évaluations prévues.

2.4. Plan d’analyse

Les données collectées ont été codées et saisies sur logiciel SPSS version 21.0 pour Mac
OS X. Nous avons d’abord procédé a une analyse descriptive des cas, faisant appel au
calcul des moyennes et des écarts-types pour les variables quantitatives et des
pourcentages pour les variables qualitatives. Dans I'analyse univariée, les rapports des
cotes (OR) et leur intervalle de confiance (IC) a 95% ont été calculés par le Chi2 de
Pearson et le test de Fisher pour un seuil de significativité correspondant a p=0.05.

Afin d’identifier les facteurs de risque associés a I'épilepsie, une analyse par régression
logistique a été réalisée en choisissant comme variable résultat, la variable
dichotomique « étre épileptique ». Le modele initial incluait '’ensemble des facteurs
statistiquement liés a I’épilepsie au seuil de 20 %. La sélection des variables restant dans

le modele final a été faite selon une stratégie descendante de Wald. Les différents

facteurs ont été retenus au seuil de 5%.

3. Résultats

Au total, 303 sujets dont 101 cas et 202 témoins ont été inclus dans cette étude. L’age
moyen était de 37 ans et six mois * 14 ans avec des extrémes allant de 16 a 67 ans.
Trente huit sujets (9.2%) étaient 4gés de moins de 20 ans, et vingt trois (7.6%) de plus
de 60 ans. Le sexe masculin était le plus représenté (57%) avec un ratio de 1.29. La
durée moyenne de suivi était de 7 ans et 4 mois * 4 ans, avec un minimum de deux ans
et une durée de suivi maximale de 25 ans. Le taux de consanguinité parentale était

estimé a 36.6% chez les cas et 17.3% dans le groupe des témoins. Le test du ChiZ a
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révélé une différence statistiquement significative entre les cas et les témoins quant au

pourcentage d’apparentés au premier degrés atteints d’épilepsie (p<10-4).
3.1. Résultats de I'analyse descriptive des cas

L’age moyen de survenue de la premiére crise était de 17+9 ans avec des extrémes allant
de 6 a 62 ans. La figure 14 illustre la répartition des types de crises chez les cas.
La répartition de nos patients en fonction de la classification électro-clinique des

syndromes épileptiques est résumée dans le tableau 10.

Tableau 10: Classification syndromique des cas et évolution sous traitement

M F total Pourcentage
Classification syndromique
Génétique 10 8 18 17.82
Epilepsie familiale du lobe temporal 2 2 4 3.96
Epilepsie myoclonique progressive 2 2 4 3.96
Epilepsie génétique avec convulsions fébriles Plus 2 1 3 2.97
Epilepsie myoclonique juvénile 3 1 4 3.96
Epilepsie absence de I'adolescent 1 2 3 2.97
Structurelle/métabolique 19 16 35 34.65
Origine inconnue 19 22 48 47.52
Nombre de médicaments en cours
Aucun (sevrage) 2 2 4 4
Monothérapie 39 31 70 69.3
Bithérapie 13 10 23 22.7
Polythérapie 2 2 4 4
Médicaments les plus prescrits
Valproate® 15 17 32 31.5
Carbamazépine® 16 8 24 23.6
Phénobarbital® 7 7 14 13.6
Lévétiracétam® 12 9 21 21.5
Lamotrigine® 8 2 10 9.8
Evolution
Crises quotidiennes 4 3 7 6.9
Hebdomadaires 6 5 11 10.9
Mensuelles 22 18 40 39.6
Trimestrielles 10 9 19 18.8
Libre de crises depuis au moins six mois 13 11 24 23.8
Etat de mal épileptique 6 2 8 7.9
Premier EEG
Normal 10 16 26 25.6
Anomalies intercritiques 52 23 75 74.4
IRM
Normale 40 34 74 73.3
Anormale 19 8 27 26.7

M : masculin, F : féminin, EEG : électroencéphalographie, IRM : imagerie par
résonance magnétique.
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Figure 14: Répartition des types de crises chez les cas

3.2. Résultats de I’analyse univariée

L’analyse univariée a retenu six co-variables associées a I'épilepsie : la consanguinité
parentale au premier et au second degré, une histoire familiale d’épilepsie chez les
apparentés au premier et au second degré, des antécédents de convulsions fébriles, des
antécédents d’infection du SNC, de traumatisme cranien sévere, et le retard mental
(Tableau 11). Ces facteurs ont été introduits dans des modeles de régression logistique

multiple avec une probabilité d’entrée fixée a 0.05, et de sortie a 0.10.
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Tableau 11: Résultats de 'analyse univariée par régression logistique

Consanguinité et agrégation familiale de I'épilepsie

Variables avec p<20% OR bruts IC95% P
Sexe

Féminin 1 -

Masculin 1.20 [0.74-1.93] NS
Consanguinité

Non 1 -

1er degré 2.71 [1.48-4.94] 0.001

2¢éme degré 2.93 [1.08-7.94] 0.034
Histoire familiale d’épilepsie

Non 1 -

Apparenté au 1¢r degré 5.37 [2.64-10.91] <0.000

Apparenté au 2éme degré 3.87 [1.27-11.81] 0.017

Apparenté au 3éme degré 1.77 [0.68-4.74] NS
Complications périnatales

Non 1 -

Oui 1.60 [0,58-4,42] NS
Maladie cérébro-vasculaire

Non 1 -

Oui 1.18 [0.45-3.10] NS
Convulsions fébriles

Non 1 -

Oui 4.81 [1.62-14.27] 0.005
Infection du SNC

Non 1 -

Oui 5.21 [1.21-27.33] 0.051
Traumatisme cranien sévére

Non 1 -

Oui 2.56 [1.10-5.95] 0.028
Retard mental

Non 1 -

Oui 14.62 [3.23-66.20] <0.000
Anomalies a I'examen neurologique

Non 1 -

Oui 1.10 [0.53-2.25] NS
Alcoolisme chronique

Non 1 -

Oui 0.28 [0.03-1.81] NS
Consommation de drogues illicites

Non 1 -

Oui 6.15 [0.63-59.91] 0.19

Les résultats significatifs sont présentés en gras.
SNC : systeme nerveux central ; NS : non significatif.
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3.3. Résultats de I'analyse multivariée

L’analyse multivariée a retenu cinq facteurs significativement associés a
I'épilepsie dans le modéle final : la consanguinité au premier degré, avoir un apparenté
au premier degré atteint d’épilepsie, avoir des antécédents personnels de convulsions

fébriles, de traumatisme cranien sévere, et étre atteint d'un retard mental (Tableau 12).

Tableau 12: Résultats de I'analyse multivariée par régression logistique

Variables avec p<5% OR ajusté IC95% )
Consanguinité

Non 1 -

1er degré 2.15 [1.08-4.30] 0.029

2¢me degré 2.31 [0.77-6.91] NS
Histoire familiale d’épilepsie
Non 1 -

Apparenté au 1er degré 4.03 [1.88-8.66] <0.000

Apparenté au 2éme degré 2.90 [0.91-9.25] NS

Apparenté au 3éme degré 1.20 [0.40-3.61] NS
Convulsions fébriles

Non 1 -

Oui 5.38 [1.65-17.56] 0.005
Traumatisme cranien sévere

Non 1 -

Oui 2.94 [1.18-7.27] 0.020
Retard mental

Non 1 -

Oui 9.32 [1.91-45.5] 0.006

Les résultats significatifs sont présentés en gras.
NS : non significatif.

4. Discussion

La détermination de facteurs de risque de I'épilepsie propres a chaque population
peut contribuer a lutter contre cette affection et a adapter la prise en charge des patients.

Dans la présente étude, le sex-ratio est de 1.29. Une prédominance masculine
similaire a déja été rapportée par des études menées en Tunisie et en Arabie Saoudite
[301, 302]. Nous pensons que cette prédominance est en rapport avec des notions
culturelles, surtout en milieux rural, qui font que les garcons plus valorisés que les filles,
ont plus facilement acces aux soins.

Les études antérieures qui ont investigué la relation entre la consanguinité et

'épilepsie ont abouti a des résultats divergents. Ainsi en Iran, il a été démontré que le
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risque d’épilepsie était multiplié par un facteur 2.2 si les parents étaient cousins au
premier degré, et par 3.8 s’ils I'étaient au second degré [51]. Au Liban, Choueiri et al. ont
comparé les taux de consanguinité dans trois groupes différents : le premier consistait
en des individus avec crises occasionnelles, le deuxieme incluait des sujets avec
convulsions fébriles et le dernier comportait des patients épileptiques. Les taux de
consanguinité parentale étaient estimés a 0%, 4% et 19.5% respectivement [295]. Une
autre étude menée en Malaisie a également démontré une augmentation du risque
d’épilepsie idiopathique (p=0.02) et cryptogénique (p=0.001) en cas de consanguinité
parentale [303]. Ces résultats sont en contraste avec ceux de Daoud et al. qui n’ont
retrouvé aucune association significative dans la population Jordanienne [223]. La
variabilité des méthodes d’échantillonnage, des criteres d’inclusion et des stratégies
d’analyses statistiques pourrait expliquer ces résultats controversés.

Dans notre étude, la consanguinité parentale au premier degré semble augmenter le
risque de développer une épilepsie mono- ou polygénique et ceci pour plusieurs

raisons :

e D’abord, certains syndromes épileptiques dans notre cohorte sont probablement
monogéniques et transmis selon un mode autosomique récessif. En effet, il est
communément admis que les unions endogames augmentent le taux
d’homozygotie selon le principe d'identité par descendance (identical by descent
IBD) [304].

e D’autre part, les progres récents dans le domaine de la génétique ont démontré
que les épilepsies monogéniques étaient rares, ne représentant que 1 a 2% de
toutes les épilepsies génétiques, alors que les épilepsies polygéniques telles que
I'épilepsie absence de l'enfant et de l'adolescent et I'épilepsie myoclonique
juvénile, sont de loin les plus fréquentes [305-307]. Méme dans ces formes
d’épilepsie, la consanguinité pourrait jouer un roéle important. En effet, de
nombreuses études ont démontré l'effet de I'’endogamie sur plusieurs traits a
composante polygénique tels que la résistance aux infections (tuberculose et
hépatite B), la régulation de la pression artérielle ainsi que certaines maladies
génétiques a déclaration tardive [308]. Cet effet serait plus important si les alleles

mis en cause sont récessifs et rares [280].
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Ceci dit, le taux élevé de consanguinité parentale retrouvé dans le groupe des cas
(36.6%) par rapport aux témoins (17.3%) pourrait étre interprété autrement. En effet,
nos résultats pourraient refléter la stigmatisation sociale des épileptiques en Algérie,

rendant plus pratique de contracter des unions intrafamiliales.

Dans notre étude, I'épilepsie était plus fréquente chez les apparentés au premier

degré dans le groupe des cas (parents, fratrie, enfants) que chez les apparentés au
premier degré de témoins (Chi2 de Pearson, p<10-#). Ces résultats confortent
I’hypothese d'une agrégation familiale de I'épilepsie dans la population d’Oran.
Par ailleurs, la susceptibilité génétique a I'épilepsie a été bien documentée [95, 98, 167]
et peut expliquer la forte association que nous avons retrouvée avec I'histoire familiale
d’épilepsie et qui rejoint les résultats d’études menées en Iran [51], en Jordanie [223], en
Tanzanie [224], au Kenya [225] et en Inde [226, 227]. Cependant, il est communément
admis que les épilepsies sont des maladies multifactorielles, et par conséquent, les
membres de la méme famille pourraient partager d’autres facteurs non génétiques tels
que le niveau socio-économique, I'exposition aux maladies infectieuses, la malnutrition
et la consommation d’alcool ou de drogues [309, 310].

Nous avons également retrouvé une forte association entre les antécédents de
convulsions fébriles et le risque de développer une épilepsie, ce qui concorde avec les
résultats de la littérature [223, 297, 311, 312]. Cette association ne refléte pas forcément
une relation de cause a effet, mais peut signifier que les convulsions fébriles
représentent une expression précoce d'un seuil épileptogene bas chez des sujets
génétiquement prédisposés a I'épilepsie. En effet, les convulsions fébriles peuvent
constituer la porte d’entrée de plusieurs syndromes épileptiques d’ordre génétique tels
que l'épilepsie génétique avec convulsions fébriles plus (EGCF+) [313], I'épilepsie
myoclonique sévere du nourrisson ou syndrome de Dravet [314, 315], et I'épilepsie du
lobe temporal [236, 316].

Les résultats de la présente étude concernant I'association fortement positive du
retard mental (RM) a I'épilepsie (p=0.006) confirment les données de la littérature qui
rapportent une relation bidirectionnelle entre ces deux affections. En effet, plusieurs
études ont rapporté une augmentation de la prévalence de I'épilepsie parmi les sujets
présentant un RM par rapport a la population générale avec des taux allant de 14 a 44%

[317]. D’autres études ont montré une augmentation du taux de RM chez les enfants
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épileptiques par rapport aux enfants sains [318, 319]. Cette forte association peut étre
expliquée par l'existence de facteurs génétiques favorisant la vulnérabilité a ces deux
conditions simultanément. En effet, les entités syndromiques avec formes
monogéniques d’épilepsie et RM représentent des situations caractéristiques de cette
comorbidité [320]. Par ailleurs, le déclin cognitif observé chez certains sujets
épileptiques pourrait étre attribué aux polythérapies antiépileptiques administrées a un
age précoce [321], aux traumatismes craniens répétés, et aux épisodes anoxiques lors
des états de mal épileptiques [236, 322, 323].

L'incidence de I'épilepsie aprés un traumatisme cranien a été étudiée chez
I'adulte mais aussi chez I'’enfant [300, 324-327]. Ces études rapportent un risque élevé
d'épilepsie apres un traumatisme cranien sévere. De méme, dans notre étude, les sujets
ayant des antécédents de traumatisme cranien sévere ont un risque accru de développer
|'épilepsie comparativement au groupe controle (p=0.02). Nos résultats sont en
contradiction avec ceux de Yemadje et al., qui n’ont pas trouvé d’association significative.
Cependant, ils ont défini la notion de traumatisme cranien comme des blessures
craniennes apres accident de la route ou de la guerre, avec ou sans coma. Cette
définition large pourrait expliquer la divergence des résultat [299].

Contrairement a ce qui a été rapporté par des études antérieures [223, 226], nous
n‘avons pas retrouvé d’association significative entre 1'épilepsie et les complications
périnatales. Dans notre étude 66.3% des cas et 68.3% des témoins sont nés dans des
structures sanitaires adaptées qu’elle soient privées ou publiques, ce qui pourrait
justifier nos résultats.

Les crises d’épilepsie d’origine vasculaire ne sont pas exceptionnelles et
représentent méme la premiere cause d’épilepsie débutant apres 1'age de 60 ans [328].
La notion d’épilepsie vasculaire fut conceptualisée par John Hughlings Jackson en 1864
et William Gowers en 1885, ce dernier ayant rapporté une série de 66 cas de ce qu'il
baptisa «l’épilepsie post-hémiplégique» [329]. Depuis les travaux de ces pionniers,
plusieurs études épidémiologiques ont démontré que les AVC étaient la principale cause
d’épilepsie débutant apres I'age de 60 ans [330, 331]. Hors, tout comme Ogunniyi et al.,
nous n’avons pas constaté de différence significative entre les deux groupes quant aux
maladies cérébro-vasculaires [49]. Nous incriminons le fait que l'effectif de la tranche

d’age « 60 ans et plus » ne représente que 7.4% de notre population d’étude. Il serait
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intéressant de mener des études portant sur des sujets avec épilepsie tardive pour
apprécier la part de responsabilité des AVC dans la survenue de I'épilepsie.

Yemadje et al ont retrouvé une forte association entre I'épilepsie et les infections
du SNC mais comme l'a souligné l'auteur, le Bénin est une zone d’endémie et la
population est exposée a une automédication inappropriée [299]. Annegers et coll. ont
rapporté une augmentation du risque d'épilepsie de cinq fois en cas de méningite
bactérienne; ce risque n’était pas augmenté en cas de méningite aseptique [332]. Par
ailleurs, dans leur analyse multivariée, Cansu et al. ont retrouvé une association
significative (p=0.045) entre I'épilepsie et les infections du SNC, la méningite aseptique
n’étant pas incluse [297]. Dans notre étude, malgré que l'infection du SNC était cinq fois
plus fréquente chez les cas que chez les témoins, I'association n'était pas statistiquement
significative. Ceci est probablement dii au fait que tous les types de méningite
(bactérienne et virale) aient été inclus.

Nous n’avons pas retrouvé d’association entre l'alcoolisme chronique, la
consommation de drogues illicites et I'épilepsie. Nous pensons que dans notre
échantillon, le pourcentage d’addictes a I'alcool et aux drogues récréatives est largement
sous-estimé ; le sujet étant encore considéré tabou dans notre société.

Contrairement a ce qui a été rapporté par d’autres études [297], nous n’avons pas
retrouvé d’association entre le déficit neurologique et I'épilepsie. Ceci est probablement
di au fait que les témoins n’étaient pas des sujets sains. En effet, ils ont été recrutés dans
un service de neurologie, ou ils étaient déja suivis pour des maladies chroniques

pourvoyeuses de déficit neurologique.

5. Limites de I’étude

Les limites de notre étude doivent étre soulignées. Cette étude a été menée dans
une structure sanitaire hospitaliére et était donc sujette a un biais de sélection. Elle était
rétrospective, et était donc exposée a des biais dans la collecte des données. Bien que
nous ayons fourni tous les efforts pour compléter et contre-vérifier 1'exactitude des
informations recueillies aupres des patients et de leur entourage, avec les informations
mentionnées sur les dossiers médicaux, il a été notoirement difficile d'obtenir
I'historique des naissances, en particulier chez les patients agés, ce qui a exposé I'étude a

un biais de mémorisation.
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6. Conclusion

La consanguinité parentale au premier degré, les antécédents familiaux
d'épilepsie, les antécédents de convulsions fébriles, le traumatisme cranien sévere et le
retard mental sont des facteurs de risque de l'épilepsie chez les patients fréquentant le
service de neurologie du CHU d'Oran. Nos résultats confortent '’hypothese d’une
interaction entre une prédisposition génétique et des facteurs environnementaux acquis
dans la pathogenése de 1'épilepsie. Ils mettent également en évidence une agrégation
familiale de I’épilepsie dans la population de I'ouest Algérien. Ces résultats méritent une
attention particuliére et nécessitent la mise en ceuvre d'une stratégie de prévention et
de sensibilisation sur I'impact des mariages consanguins. De méme, le conseil génétique
pour les couples ayant des antécédents familiaux d'épilepsie est primordial. Une telle
stratégie a été adoptée en Iran pour les familles a haut risque de Béta-Thalassémie, et a
permis une diminution du taux d’'unions endogames de 16.4% en 22 ans [333].

Sur la base des résultats de cette étude, nous avons mis en place un programme
de recherche visant a identifier les variants génétiques de vulnérabilité a 1'épilepsie,
principalement chez des familles consanguines ou plusieurs membres sont atteints.
L'identification de ces polymorphismes génétiques peut mener a une meilleure
compréhension des mécanismes de I'épileptogénese, et a un diagnostic plus précoce. Les

résultats des études génétiques sont présentés dans les chapitres suivants.
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CHAPITRE IV : Mutation du géne GAL et épilepsie du lobe temporal

Résumé

L’épilepsie du lobe temporal (ELT) est un syndrome épileptique commun aux étiologies
complexes. En dépit de la mise en évidence d’une participation de facteurs génétiques,
les bases génétiques de 'ELT demeurent inconnues. Le réle du neuropeptide galanine
(GAL) dans la régulation du processus d’épileptogénese a été démontré il y a plus de
deux décennies sur des modéles animaux, mais a ce jour, aucune mutation pathogene du
gene GAL n’a été décrite chez 'Homme. Dans la présente étude, nous rapportons une
famille composée de jumeaux monozygotes atteints d’ELT, et de deux collatéraux sains,
nés de parents indemnes. Le séquencage exonique a identifié une mutation de novo
(p-A39E) dans le gene GAL chez les jumeaux. Les analyses fonctionnelles ont révélé que
le peptide muté p.A39E avait une activité antagoniste du récepteur GalR1, et une affinité
réduite pour les récepteurs GalR2. Ces résultats suggérent que le mutant p.A39E
pourrait altérer le signal GAL dans I'hippocampe, aboutissant a une augmentation de
'excitabilité neuronale glutamatergique a l'origine de 'ELT. Le dépistage de mutations
du gene GAL dans une cohorte de 582 épileptiques n’a identifié aucune mutation
pathogénique, ce qui laisse penser que les mutations GAL sont des causes rares d’ELT.
L’identification d’'une nouvelle mutation de ce gene candidat, couplée a la preuve
fonctionnelle que la protéine mutée perturbe le signal GAL, appuie fortement
I’hypothese de causalité de ce gene dans le phénotype épileptique de cette famille. En
raison de la disponibilité de molécules agonistes du peptide GAL, nos résultats
pourraient avoir des retombées directes sur le développement de traitements

antiépileptiques.
Mots clés : Galanine, mutation, épilepsie du lobe temporal.

Cette étude a fait I'objet d’'une publication dans la revue « Human Molecular Genetics »

(Annexe 01), et dans la base de données OMIM (http://omim.org/entry/616461).
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CHAPTER IV: Galanin mutation in temporal lobe epilepsy

Abstract

Temporal lobe epilepsy (TLE) is a common epilepsy syndrome with a complex aetiology.
Despite evidence for the participation of genetic factors, the genetic basis of TLE
remains largely unknown. A role for the galanin neuropeptide in the regulation of
epileptic seizures has been established in animal models more than two decades ago.
However, until now there was no report of pathogenic mutations in GAL, the galanin-
encoding gene, and therefore its role in human epilepsy was not established. Here, we
studied a family with a pair of monozygotic twins affected by TLE and two unaffected
siblings born to healthy parents. Exome sequencing revealed that both twins carried a
novel de novo mutation (p.A39E) in the GAL gene. Functional analysis revealed that the
p.-A39E mutant showed antagonistic activity against galanin receptor 1 (GalR1)-
mediated response, and decreased binding affinity and reduced agonist properties for
GalR2. These findings suggest that the p.A39E mutant could impair galanin signalling in
the hippocampus, leading to increased glutamatergic excitation and ultimately to TLE. In
a cohort of 582 cases, we did not observe any pathogenic mutations indicating that
mutations in GAL are a rare cause of TLE. The identification of a novel de novo mutation
in a biologically relevant candidate gene, coupled with functional evidence that the
mutant protein disrupts galanin signalling, strongly supports GAL as the causal gene for
TLE in this family. Given the availability of galanin agonists, which inhibit seizures, our
findings could potentially have direct implications for the development of anti-epileptic

treatment.

Key words: Galanin, mutation, temporal lobe epilepsy.

This study has been published in « Human Molecular Genetics » (Appendix 1) and in
OMIM database (http://omim.org/entry/616461).
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1. Introduction

L’épilepsie du lobe temporal (ELT) est la plus fréquente des épilepsies focales
chez l'adulte [334]. Longtemps considérée comme une pathologie acquise, la part
génétique de cette affection a été démontrée par les études de jumeaux et les études
familiales [335, 336]. A ce jour, deux genes ont été identifiés dans les épilepsies
familiales du lobe temporal. Le premier est le gene Leucin-rich, glioma inactivated 1
(LGI1) dont les mutations ont été identifiées dans I'épilepsie autosomique dominante du
lobe temporal. Ces mutations sont responsables d’'un défaut de recapture du glutamate
responsable d'une activation des récepteurs NMDA dans les cellules pyramidales,
déclenchant ainsi les crises épileptiques [337, 338]. Le deuxieme gene, dishvelled, Egl-
10 and pleckstrin domain-containing protein 5 (DEPDC5) a été identifié dans des
familles avec épilepsie focale a foyers variables [339, 340]. DEPDC5 semble jouer un réle
important dans la signalisation au sein des cellules [341, 342].

Le neuropeptide galanine qui joue un role dans la contraction des muscles lisses
et la régulation de la glycémie, a été découvert il y a plus de 30 ans [343]. Il s’agit d’'un
peptide de 30 acides aminés, qui provient du clivage d’'une protéine précurseur de 123-
acides aminés, codée par le gene galanin/GMAP (galanin message-associated peptide
GAL; NM_015973.3) [344]. Ce gene est localisé sur le bras long du chromosome 11
(11q13.2), il comporte 5 exons codants, dont les exons 2 et 3 codent pour le
neuropeptide galanine (Figure 15). Ce dernier agit en tant que messager cellulaire dans
le systeme nerveux central et périphérique, modulant diverses fonctions physiologiques

[345].

Ex.1 Ex.2 Ex. 3 Ex. 4 Ex. 5 Ex. 6 Bkb
; v '
Signal
e GALANIN I GMAP AARAA
1 123124

Figure 15: Organisation du géne Galanin/GMAP [344]
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En 1992, Mazarati et coll. furent les premiers a démontrer I'activité
anticonvulsivante de GAL chez le rat [346]. Par la suite, plusieurs travaux ont démontré
que ce neuropeptide essentiellement exprimé dans l'hippocampe, exerce un effet
inhibiteur sur la transmission glutamatergique via I'activation des récepteurs GalR1 et
GalR2, conduisant a l'inhibition des crises épileptiques [347]. C'est ainsi que les
propriétés anticonvulsivantes de la galanine ont séduit 'industrie du génie génétique, et
ont incité le développement de cellules encapsulées produisant ce neuropeptide, dans la
perspective de concevoir une stratégie antiépileptique a base de galanine [348].

En dépit de toutes ces avancées dans la compréhension des effets
anticonvulsivants de la galanine, a ce jour, aucune mutation pathogénique du gene GAL
en rapport avec un phénotype épileptique n’a encore été décrite chez I'Homme.

A travers cette étude, nous rapportons une mutation faux-sens (p.A39E) dans
I'exon 2 du gene GAL chez des jumeaux monozygotes atteints d’ELT. Dans un second
temps, nous démontrons le lien de causalité entre cette mutation et le phénotype

épileptique dans cette famille a travers des analyses in silico.

2. Matériels et méthodes

En l'absence d’une histoire familiale d’épilepsie ou de toute autre manifestation
neurologique, nous avons émis I'hypothése que les jumeaux monozygotes affectés
étaient des cas sporadiques. Dans cette optique, une étude du trio (parents-enfant) a été
réalisée et des mutations pathogéniques de novo ont été recherchées uniquement chez
I'un des jumeaux (individu II-3, Figure 16) étant donné qu’ils sont monozygotes et

arborent donc le méme patrimoine génétique.

2.1. Prélevements sanguins

Les membres consentant de la famille nucléaire codée EPI-ORA-AFF ont été prélevés au
service de Neurologie du CHU d’Oran. Les prélevements de sang veineux ont été
collectés dans des tubes d’Ethyléne Diamine Tétra-Acétique (EDTA) et conservés dans
un congélateur avant d’étre envoyés par voie Express (UPS-Fedex) au Laboratoire de
Médecine Génétique et Développement de I'Université de Geneve, ou s’est déroulée

toute la partie de recherche génétique de ce travail.
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2.2. Analyse de séquengage exomique complet

La capture des séquences a été effectuée chez les parents et un des jumeaux (individus I-
1, I-2 et 1I-3, Figure 16), sur 2 pg d’ADN génomique extrait du sang, a l'aide de
SureSelect Human ALL Exon v5 kit (Agilent Technologies).

Un séquencage a haut débit a été réalisé a l'aide de I'instrument « [llumina GAIIx / HiSeq
2000 » (Illumina, San Diego, CA) disponible au département de médecine génétique de la
faculté de médecine de Geneve. Le démultiplexage des exons a été obtenu pour chaque
échantillon en utilisant le logiciel CASAVA v1.8.2, et traité par pipeline "in-house" du
Centre Vital-IT pour le calcul haute performance de I'Institut Suisse de
Bioinformatique 17 . L’alignement des reads et la dénomination des variants
nucléotidiques simples et des petits indels ont été effectués a l'aide de Burrows-Wheeler
Aligner (BWA) [349]. Les données ont ensuite été analysées sur la base des séquences
du génome humain, en utilisant la base de données du Centre national pour
l'information biotechnologique (NCBI Build GRCh37/hg19)18.

Le logiciel Samtools a été utilisé pour supprimer les doublons. Les variants
nucléotidiques simples (SNV) et des petites insertions et délétions (INDELs) ont été
détectés a l'aide la derniere version des logiciels bcftools et Pindel 0.2.4, respectivement.
Seuls les variants génétiques ayant un haut score de qualité ont été investigués. Le
nombre minimal de lectures requises a été fixé a huit. L’annotation fonctionnelle des

variants a été effectuée en utilisant le logiciel ANNOVAR package.

2.3. Identification de variants pathogénes

Les variants potentiellement pathogéniques de novo ou récessifs ont été identifiés grace
a VariantMaster [350]. Ont été retenus pour des analyses subséquentes, les variants
détectés chez le probant avec Samtools et PINDEL, qui ont des scores de qualité de plus
de 150 et plus de 600, respectivement. Ces variants ont ensuite été filtrés afin d’exclure
les variants localisés en dehors des exons ou des sites d’épissage (a +2 paires de bases)
et les variants avec un minimum de fréquence allélique (MAF) supérieur a 0.02 dans les
bases de données Database of Single Nucleotide Polymorphism (dbSNPv138) et/ou the

Exome Variant Server (EVS). Le logiciel VariantMaster a utilisé les données brutes

17 http://www.vital-it.ch
18 http://www.ncbi.nlm.nih.gov.mise a jourle 11/01/2016
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(=BAM files) afin d’estimer robustement la probabilité que les variants restant soient
présents chez les parents et les enfants. Les variants ont été classés comme de novo
seulement si les parents étaient homozygotes pour l'allele de référence (l’allele wild-
type, non pathogénique). Les variants homozygotes ou hétérozygotes composites chez le
probant, qui ont été prédits comme déléteres « damaging » par au moins 2 des 3
algorithmes utilisés (SIFT, Polyphen2 et Mutation Taster), n'ont été classés comme
récessifs, que si les deux parents étaient porteurs et que le génotype de la sceur indemne
était différent de celui du probant. Tous les variants classés comme de novo ou récessifs
par VariantMaster ont été par la suite visuellement inspectés par le logiciel SAMtools
text alignment viewer. Le reste des variants candidats ont été validés par séquencage

Sanger grace a I'appareil ABI 3730x1 DNA Analyzer (Applied Biosystems).

2.4. Recrutement d’individus épileptiques pour le dépistage de mutations GAL

Afin d’apprécier la fréquence des mutations GAL chez les individus avec ELT, un
dépistage de ces mutations a été effectué par séquencage de 582 épileptiques de
diverses ethnicités :

- Cent quatre-vingt-un individus non apparentés atteints de différentes formes
d’épilepsie focale, ont été recrutés a ’'Hopital Universitaire de Montpellier (France).

- Quatorze patients non apparentés atteints d’ELT pharmacorésistante ont été recrutés a
Lyon, 18 a Strasbourg et cinq autres a Clermont-Ferrand. Ce recrutement s’est effectué a
travers un projet de recherche multicentrique?®.

- Cent trente et un individus adultes non apparentés d'ascendance européenne atteints
d’ELT, ont été recrutés au Centre suisse de I'épilepsie a Zurich (Suisse).

- Cent cinquante-neuf patients atteints d'ELT sporadique ont été recrutés au CNR-
Institut de Neurosciences, Section de Padua, Padova, Italie, dans le cadre d'une étude
collaborative soutenue par la Commission de génétique de la Ligue Italienne contre
|'épilepsie.

- Soixante-quatre patients non apparentés atteints d’épilepsie focale ont été recrutés au
Département de neurologie et épileptologie de Tibingen, et au Département de

Neuropédiatrie de Kiel (Allemagne).

19 Projet Hospitalier Clinique de Recherche 2007-A00481-52 du ministere francais de la
santé, coordinateur Dr Philippe Ryvlin.
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- Quarante-neuf individus caucasiens non apparentés (principalement d'origine
allemande) avec épilepsie mésiale du lobe temporal ont été recrutés dans le cadre des
études génétiques et pharmacogénétiques au Département de neurologie et
épileptologie de I'Université de Tiibingen.

Tous ces patients ont bénéficié d’examens neurologiques et d’enregistrements EEG
selon le systeme international 10-20. Chaque patient a bénéficié d'une IRM encéphalique
de haute résolution. Tous les patients ont été informés des modalités de I'étude et ont

donné leur consentement écrit avant I'inclusion.
2.5. Analyses fonctionnelles

2.5.1. Synthése de peptides

Le peptide sauvage (non pathogénique): Human galanin1-30 wild type [hGal(WT)]:
GWTLNSAGYLLGPHAVGNHRSFSDKNGLTS, et le peptide muté : Human galanin A39E
[hGal(A39E)]: GWTLNSEGYLLGPHAVGNHRSFSDKNGLTS) ont été synthétisés au
Département de Neurochimie (Laboratoires de neurosciences, Arrhenius), a 'université
de Stockholm en Suede. Les peptides ont été synthétisés a 0,1 mmol sur un synthétiseur
de peptides automatisé (Biotage® Initiator + AlstraTM). Le premier acide aminé a été
fixé a la résine par 'anhydride. Toutes les autres réactions ont été effectuées a I'aide de
OxymaPure/DIC DMF. Le clivage final a été effectué en utilisant le protocole standard
(95% TFA/2.5% TIS/2.5% H20). Les peptides ont été purifiés en phase inverse HPLC a
'aide de BioBasic C-8 column (Thermo Scientific, Sweden) et un gradient de 20-80%
acéto-nitrile/eau contenant 0.1% TFA. L’identité des peptides a été analysée par MALDI-
TOF mass spectrométrie Voyager-DE STR (Applied Biosystems) en mode linéaire positif,

par I'acide a-cyano-4-hydroxycinnamique comme matrice.

2.5.2. Analyse de liaison des récepteurs par la méthode de déplacement

Les expériences de déplacement -ou de compétition- permettent de déterminer I'affinité
d’un ligand non radioactif, et d’étudier de nombreuses molécules non radiomarquées et
de les comparer entre elles dans des conditions expérimentales strictement identiques.
Les expériences de compétition sont réalisées en présence d’'une concentration fixe de
ligand radioactif et de concentrations croissantes du ligand non radioactif a étudier. Ce
type d’expérience permet de déterminer I'IC50 et la constante d’inhibition Ki, par

I’équation de Cheng-Prusoff [351]: Ki = IC50 / ([L*]/KD), avec:
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- Ki: concentration en compétiteur froid, non radioactif, qui se lie a 50% des sites de
liaison. Elle permet d’apprécier l'affinité de liaison de l'inhibiteur.

- IC50: concentration du ligand non radioactif nécessaire pour déplacer 50% de la
fixation totale du ligand radioactif.

- [L*] = concentration du radioligand libre ;

- KD : constante de dissociation du radioligand des récepteurs.

Plus Ki est faible plus I'affinité du ligand non radioactif pour le récepteur est élevée.

Dans notre étude, les affinités de liaison des peptides galanine (sauvage et mutant) ont
été comparées aux trois récepteurs membranaires GalR1, GalR2 et GalR3. Cette analyse
a été effectuée sur un volume final de 200 pul contenant 0.15 nM du ligand radiomarqué
125]-galanin (2200 Ci/mmol; Perkin-Elmer Life Science, Boston, MA, USA), 30 ug de
membranes cellulaires et différentes concentrations du peptide non radioactif (10-5,
10-2 M). Les solutions de peptides ont été mises dans des tampons supplémentés en
0.3% d’albumine sérique bovine (BSA). Les échantillons ont été vortexés a 37°C pendant
30 min et trempés dans une solution de polyéthylénimine a 0.3% puis filtrés par
MultiScreen-FB filter plate (Millipore, Billerica, MA, USA). Les filtres ont été lavés trois
fois avec un tampon et la radioactivité retenue a été déterminée par un compteur gamm
(Tri-Carb Liquid Scintillation Analyzer, model 2500 TR; Packard Instrument Company,
Meriden, CT, USA) en utilisant le cocktail OptiPhase Supermix (Perkin-Elmer Life
Science, Boston, MA, USA) comme liquide de scintillation (Figure 16). Les valeurs de
IC50 des peptides ont été calculées a I'aide du logiciel Prism 5.0 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, USA) et converties en valeurs Ki par 'équation de Cheng-Prusoff [351].
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Figure 16: Protocole d’analyse de liaison des récepteurs Gal par la méthode de
déplacement [219]

2.5.3. Analyse de la transduction du signal

La transduction du signal désigne le mécanisme par lequel une cellule répond a
I'information qu'elle regoit par des agents chimiques ou autres signaux, afin de réguler
des phénomenes tels que la prolifération cellulaire, la différenciation ou I'apoptose. Les
principales voies de transduction du signal au sein des cellules sont: la voie des MAP
kinases (mitogen-activated protein kinase, MAPK), la voie PI3 kinase (phosphatidyl
inositol-3 kinase), la voie JAK/STAT (Janus Kinase/Signal Transducer and Activator of
Transcription) et la voie d’activation du facteur de transcription NFkB (Nuclear Factor
kappa B). Dans cette étude, la transduction du signal a été étudiée en évaluant l'aptitude
a stimuler la production d'inositols phosphates (IPs) dans des cellules CHO2% exprimant

le récepteur humain hGalR2.

2.5.4. Test xCELLigence d'impédance cellulaire

La technologie xCELLigence permet de suivre 'activité cellulaire en temps réel et en
continu sans marquage préalable. Alliance de la microélectronique et de la biologie
cellulaire, cette technologie permet la mesure d'impédance électrique cellulaire, c’est a
dire l'opposition exercée par un tapis cellulaire au passage d’'un courant alternatif

sinusoidal. Elle est mesurée dans des puits de culture dédiés, dans lesquels le fond est

20 Lignée cellulaire issue d'ovaires de hamster de Chine.
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recouvert de microélectrodes d’or, en modifiant le flux électrique. Le spectre
d’applications les plus développées sur ce systéeme concerne I’étude de la prolifération,
la viabilité, la différenciation, 'adhésion, la migration et l'invasion cellulaire, en passant
par I'étude des changements de morphologie cellulaire ou l'analyse fonctionnelle de
récepteurs. Dans notre étude, le systeme xCELLigence a été utilisé pour mesurer les
changements de l'impédance cellulaire apreés stimulation du ligand. Pour cela, les
cellules exprimant le récepteur hGalR1 ont été incubées a 20.000 cellules par puits sur
une plaque de 96 puits (ACEA Biosciences Inc.) et placées dans la plateforme
xCELLigence Cell Analyzer (Roche Applied Science) en temps réel a 37° et 5% de CO2.
Apres 24h d’'incubation, les milieux de culture ont été remplacés par un tampon d'essai
(HBSS contain- ing 0.1% BSA). Trois heures plus tard, le peptide hGal A39E a été ajouté
a concentrations croissantes (de 0.1 nM a 10 uM) durant une heure, avant d’étre stimulé
par 100 nM de peptide sauvage hGal(WT). L'indice cellulaire a été controlé avant et
apres l'addition des peptides. Les relations dose-réponse ont été tracées a l'aide des
valeurs moyennes de quatre réplicas. Les valeurs d'indices cellulaires ont été étalonnées
en divisant l'indice cellulaire au moment de 1'addition du ligand. L’analyse des données a
été effectuée par le logiciel built-in xCELLigence System et les résultats ont été présentés

par GraphPad Prism.

2.5.5, Test d'accumulation d’inositols phosphates (IPs)

Les cellules CHO exprimant de maniere stable le récepteur humain GalR2 ont été
cultivées dans des plaques a 12 puits jusqu'a confluence. Les cellules ont ensuite été
incubées durant 24 h avec 1 pCi de [3H] -myo-inositol dans le milieu M-199 contenant
100 U ml! de pénicilline et 100 pg ml-1 de streptomycine. Ces cellules ont été lavées
deux fois avec le tampon HEPES Krebs Ringer (HKR) (5 mmol/l HEPES, 137 mmol/]
Nacl, 2,68 mmol/l KCI, 2,05 mmol/l MgCl2, 1,8 mmol/l CaCl2, 1 g/1 de glucose, pH 7,4)
suivie de 10 min de pré-incubation dans 800 pi de tampon HKR avec 10 mmol/1 de LiCl a
37 °C. Le peptide hGal (A39E) (10-5,10-8 M) avec ou sans hGal (WT) (10-7 M) a été ajouté
a un volume final de 1000 pl et incubé pendant 60 min a 37°C. La réaction a été arrétée
par addition de 200 pl d'acide perchlorique a 20% pendant 10 min suivie par l'addition
de 1,5 M KOH / 75 mmol/1 HEPES (pH 7). La chromatographie par échange d'anions a
été realisée sur 1 cm 50:50 Dowex (AG 1-X8 Resin, 200- 400 mesh formate; BioRad,

Hercules, CA, USA). Les colonnes ont été lavées avec 5 ml d'eau distillée, avant I'élution
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des IPs par 5 ml d'acide formique 0,1M/ 1,2M formate d'ammonium. La radioactivité de
I'éluat a été déterminée par un B-compteur (Tri-Carb scintillation liquide Analyseur
Modele 2500 TR, Packard Instrument Company, Meriden, CT, USA) en utilisant Utima
Flo AF (Perkin-Elmer Life Science, Boston, MA, USA) comme fluide de scintillation.
Chaque échantillon a été étalonné par rapport au nombre total obtenu avant la

Chromatographie d'échange d'anions.

3. Résultats

3.1. Résultats de I’analyse phénotypique de la famille EPI-ORA-AFF
Il s’agit de la premiere famille identifiée dans cette étude. Cette famille est originaire de
d’El-Bayadh, une ville de I'ouest algérien. Elle compte des jumeaux monozygotes atteints

d’épilepsie du lobe temporal, issus d'un mariage non consanguin (Figure 17).

O

Legend

. Temporal lobe epilepsy

01 02 03 04

Figure 17: Pedigree de la famille EPI-ORA-AFF

[-01, le pére des jumeaux, est né en 1930 a El-Bayadh. Ancien technicien
supérieur en batiment, il est actuellement a la retraite. Il s’est marié a I’age de 40 ans et a
eu 04 enfants. Il est suivi pour hypertension artérielle depuis I'age de 65 ans sous

monothérapie, et pour diabete de type 2 depuis 1986. Il présente également une surdité
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bilatérale datant d’'une année. Son examen neurologique et son enregistrement EEG sont

normaux.

[-02, la mere des jumeaux est née le 11/07/1951 a Béchar de parents sains, non
apparentés. Elle a été scolarisée jusqu’au moyen et a travaillé comme secrétaire avant de
se marier en 1970. Elle ne présente aucune pathologie chronique. Par ailleurs, son

examen neurologique est sans particularités, de méme que son tracé EEG.

[I-1 est née le 29/08/1971 a Béchar. Sans aucun antécédent médico-chirurgical,
elle a un diplome universitaire et travaille en tant que journaliste. Elle est divorcée et a
une fille de 17 ans en bon état de santé. Elle aussi a bénéficié d’examen neurologique et

d’enregistrement électroencéphalographique qui se sont révélés normaux.

[I-2 est né le 28/11/1973. 1l présente un asthme bronchique évoluant depuis la
naissance. Ingénieur d’état, il s’est marié en 2012, et a une fille saine de deux ans. Son

examen neurologique ne retrouve aucune anomalie de méme que son EEG.

[I-3 est le probant de I'étude. Il est né le 21/12/1984 a Oran. Il a un niveau de
3¢me gannée secondaire et occupe un poste de vendeur dans un centre commercial.
Tabagique depuis I'age de 12 ans a raison d'un paquet par jour, il présente également
une hypothyroidie traitée par Lévothyroxine® a raison de 75ug/j. Apres un
développement psychomoteur normal, sans antécédents de convulsions fébriles ni
d’infections du SNC, il présente depuis I'dge de 13 ans des crises focales d’allure
temporale.

Ces crises se résument a des acces de douleurs abdominales, palpitations, flou visuel et
parfois propos incohérent durant 1 a 2 minutes. Au début, les crises se répétaient une
dizaine de fois par jour. Il n’a consulté qu'une année plus tard, a I'occasion d’une crise
focale secondairement généralisée.

L’examen neurologique était sans particularités et I'évaluation psychiatrique ne
retrouvait aucun élément orientant vers une affection psychiatrique. Son premier EEG
mettait en évidence des décharges de pointes ondes (PO) au niveau de la région
temporo-occipitale gauche. Ces anomalies étaient bloquées des l'ouverture des yeux,

puis réapparaissaient a un degré moindre a la fermeture des yeux (Figure 18).
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L’'IRM cérébrale avec injection de gadolinium était normale, ne retrouvant notamment
pas de sclérose hippocampique. Le patient a été mis sous Carbamazépine® a raison de
600 mg/j avec une bonne réponse durant les premieres années, puis recrudescence des
crises, justifiant 'augmentation de la dose a 800 mg/j puis association d'un deuxieme

antiépileptique (Phénobarbital 50mg/j).

......

(B ! | | { \ ! y | f | !

Figure 18: Tracé EEG de l'individu EPI-ORA-AFF-11-03

[I-4 est le frere jumeau, lui aussi est suivi pour ELT évoluant depuis I'age de 13
ans. La description de ses crises suggere une origine temporale (hallucinations auditives,
lenteur de l'idéation, pensées forcées et impression de déja-vu). Les crises étaient
fréquentes au début (une dizaine de crises par jour, durant chacune moins d’une
minute) et la généralisation exceptionnelle.

L’examen neurologique était strictement normal. Son EEG montrait un foyer fronto-
temporal droit avec photosensibilité (Figure 19). Son IRM cérébrale était normale, ne
retrouvant notamment pas de sclérose hippocampique. 11 a été traité par Acide
Valproique® a doses optimales en vain, justifiant le changement de monothérapie
(Carbamazépine® 800 mg/j), puis une bithérapie fut proposée (Carbamazépine®
800mg/j et Lévétiracétam® 1500mg/j) avec diminution considérable de la fréquence

des crises.
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Figure 19: Tracé EEG de l'individu EPI-ORA-AFF-11-04

3.2. Résultats du séquengage exomique

Un séquencage exomique au niveau du génome entier (WES pour Whole Exome

Sequencing) a été effectué chez le trio parents-enfant (individus I-1, I-2 et II-3 ; Figure

17). En moyenne, 27.412 (£210) variants ont été détectés par individu. Le tableau 13

résume les résultats du séquencage d’exome du trio parents-enfant.

Tableau 13: Résultats du séquengage d’exome du trio parents-enfant

Nombre total de Nombre
Nombre reads Reads dans de
Individu total de %* rmdup . % 8x .
reads proprement la cible Variants
appariés exoniques
I-1 262.003.554 255.032.086 97.34 | 229.671.204 | 87.66 | 163.692.219 | 97.48 27.751
-2 272.338.546 263.850.258 96.88 | 243.258.243 | 89.32 | 171.156.305 | 97.4 27.348
11-3 253.731.084 246.162.192 97.02 | 228.308.905 | 89.98 | 160.730.645 | 97.42 27.446

%™*: Pourcentage du nombre de reads proprement appariés
rmdup: Nombre total de reads proprement appariés qui restent aprés avoir éliminé les clusters dupliqués.

%**: Pourcentage de reads proprement appariés qui restent apres avoir éliminé les clusters dupliqués.

Reads dans la cible : nombre de reads qui couvrent la partie codante des génes RefSeq.

% 8x: Pourcentage de la partie codante des genes RefSeq qui sont au moins couverts 8 fois.
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3.3. Résultats de la recherche de variants génétiques par VariantMaster

Cet algorithme a permis de valider deux SNV (Single Nucleotide Variants) (Tableau 14).
Le premier SNV a engendré une substitution de l'alanine en acide glutamique en
position 39 du gene galanin(GAL) (c.C116A—p.A39E). Le second variant a abouti a la
substitution d’un acide aspartique en glycine en position 137 (c.A410G—p.D137G) dans
le géne cysteine-rich secretory protein, lccl domain-containing, 2 (CRISPLDZ2) localisé en
16q24.1. Ces deux variants n’avaient jamais été décrits dans les bases de données
dbSNPv13821 et Exome Aggregation Consortium (ExAC)?22, qui donnent les fréquences
alléliques des SNV. De plus, ils ont été classés comme pathogenes par les programmes

prédictifs SIFT23 Polyphen224 et Mutation Taster?>.

Tableau 14: Liste des variants de novo validés

Chr  Position Gene (Acc. nurnber) Nucl change  AAchange  Cov®  SFT P2 MT  GERP

1 68453096 GAL (NM_0159733) c.C116A A3 300 0 093 0% 14
16 84883042 CRISPLD2 (NM_0314763)  cA410G p.D137C 140 02 0% 0% 503

Couverture*: Nombre de reads apres avoir éliminé les doublons qui couvrent cette position ; SIFT :Sorting
Intolerant from Tolerant algorithm ; PP2= Polyphen2 ; MT = Mutation Taster ; GERP = Genomic
Evolutionary Rate Profiling score

A ce jour, le gene CRISPLDZ n'a jamais été associé a l'épilepsie, mais aux fentes labiales
non syndromiques avec ou sans fente palatine [352, 353]. La sceur indemne (II-1) ne
présentait pas ce variant. Toutefois, comme aucun des jumeaux ne présentait ce

phénotype, ce geéne a été exclu pour la suite de I'analyse.

Nous avons également évoqué la possibilité d'un modele récessif et recherché des

mutations homozygotes ou hétérozygotes composites chez les jumeaux. Ainsi, des

21 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/ mise a jourle 11/01/2016
22 http://exac.broadinstitute.org/mise a jourle 11/01/2016
sift.jcvi.org/mise a jourle 11/01/2016, cutoff < 0.05
24 http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2 /mise a jourle 11/01/2016, cut-off > 0.447
25 http://www.mutationtaster.org/, cutoff: prédiction qualitative de pathogénicité
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variants dans trois genes différents ont été identifiés : le gene breakpoint cluster region
(BCR), le gene MYOSIN IXA (MYO9A) et le gene SH3 domain and tetratricopeptide repeats
1 (SH3TC1). Ces variants sont compatibles avec un mode de transmission autosomique
récessif (Tableau 15). Cependant, a ce jour aucun de ces génes n’a été lié a I'épilepsie.
En effet, le géne BCR est incriminé dans la leucémie myéloide chronique et la leucémie
lymphoide aigué [354]. Le géene MYO9A a été associé a '’hydrocéphalie [355] et SH3TC1
n’a pour l'instant jamais été associé a un trouble particulier. Par conséquent, ces genes

ont été écartés de notre étude.

Tableau 15: Autres variants identifiés dans la famille EPI-ORA-AFF

Changement Changement
de d’acide ExAC SIFT

nucléotide aminé

BCR
22 (NM_004327) c.C760T p.R254C 1/122.679 0 0.65 094 | ND | Het.| Het. Het. | Het.

BCR
22 (NM_004327) c.T1088G p-F363C 6/122.964 | 0.02 | 0.33 | 1.00 | Het.| ND | ND Het. | Het.

MYO09A
15 (NM_006901) c.G3257A p.R1086H 55/122.912 0 0.13 | 099 | Het.| ND | Het. Het. | Het.

MYO09A
15 (NM_006901) ¢.G2837A p-R946Q 15/122.957 | 0.01 1.00 | 0.99 | ND | Het.| ND Het. | Het.

SH3TC1
4 (NM_018986) c.G3812A p.G1271D 89/122.883 | NA 0.86 | 0.99 | Het.| Het.| Het. | Hom | Hom

Chr : chromosome ; EXAC: fréquence du variant dans la base de données Exac ; SIFT :Sorting Intolerant
from Tolerant algorithm; PP2 : Polyphen2 ; MT : MutationTaster ; Het: Hétérozygote; Hom: homozygote;
ND: non détecté ; I-1, -2, II-1, II-3 et [I-4 : individus de la famille EPI-ORA-AFF pour lesquels un
séquencage a été effectué.

Par la suite, tous les membres disponibles et consentant de cette famille ont été
génotypés pour la mutation p.A39E du géne GAL par séquencage Sanger. Ce dernier a
confirmé la présence de l'allele sauvage (WT : Wild Type) chez les deux parents et la
sceur indemne, ainsi que la présence de l'allele muté sous forme homozygote chez les

jumeaux malades (Figure 20).
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3.4. Résultats du dépistage des mutations du géne GAL dans la cohorte de patients
présentant une épilepsie focale

Afin de mieux apprécier la contribution de la mutation du géne GAL a I'épilepsie

focale chez 'Homme, et de voir éventuellement si d’autres variants ou mutations de ce

gene étaient présents chez des individus avec épilepsie focale, un séquencage des exons

2 et 3 ainsi que des sites d’épissage du gene GAL a été effectué chez 530 individus de

descendance européenne avec ELT, et 52 patients atteints de différents types

d'épilepsies focales (I'exon 1 n’a pas été séquencé chez les individus de cette cohorte

puisqu'’il est non-codant).

Aucune mutation potentiellement pathogéne n’a été retrouvée dans cette cohorte de

patients épileptiques, ce qui nous laisse supposer que les mutations du gene GAL sont

extrémement rares chez les individus atteints d’épilepsie focale.
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3.5. Résultats de I’analyse fonctionnelle de la mutation p.A39E

3.5.1. Résultats de I'analyse de I’affinité des récepteurs de galanine

En le comparant au peptide sauvage (human Galanin wild type hGal-WT), le peptide
muté hGal(A39E) avait des affinités de liaison similaires pour les récepteurs de la
galanine hGalR1 (P-value=0.25) et pour les récepteurs hGalR3 (P-value=0.10), mais des
affinités significativement diminuées pour les récepteurs hGalR2 (P-value=0.03) (Figure
21, Tableau 16). Le peptide hGal (A39E) a également montré une affinité a hGalR1 huit
fois supérieure a celle de hGalR2 et 259 fois supérieure a celle de hGalR3 (Tableau 16).

Tableau 16: Valeurs Ki de hGal(WT) et hGal(A39E) vis-a-vis des récepteurs de la
galanine 1, 2 et 3 (GalR1, 2 et 3)

Ki (nM; mean + SEM)

Ligand GalR1 GalR2 GalR3 Ki GalRY/ Ki GalrR3/
Ki GalR1 Ki GalR1

hGal{WT) 6.071+2.134 1.789+0.684 80.90+27.08 0.29 13.32

hGal(A39E) 3.001+0.848 24,90+7.01 780+ 337 8.29 259.91

P-value (t-test) 0.252 0.03 0.1

Ki : concentration du ligand non radioactif qui se lie a 50 % des récepteurs. hGal(WT) : peptide galanine de type
sauvage. hGal(A39E) : peptide galanine mutant. GalR1 : récepteur GAL type 1. GalR2 : récepteur GAL type 2. GalR3 :
récepteur GAL type 3.
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Figure 21: Résultats de I'étude de liaison aux récepteurs galanine

3.5.2. Résultats de I’'analyse du signal Galanine

Les cellules exprimant les récepteurs hGalR1 ont été pré-incubées avec des doses
croissantes du peptide mutant hGal (A39E) (de 0.1 nmol/l a 10 pmol/l) durant une
heure et stimulées avec 100 nmol/l de hGal (WT). L’indice cellulaire a été mesuré avant
et apres addition des peptides. Le peptide hGal (WT) a montré une valeur de
concentration efficace médiane (EC50) de 22.4 + 2.56 nmol/l. Le peptide mutant hGal
(A39E) a inhibé la réponse du peptide hGal (WT) de facon dose-dépendante, avec IC50=
486.5 + 12.46 nmol/l, suggérant que le mutant hGal (A39E) agit comme antagoniste de

la signalisation médiée par le récepteur GalR1 (Figure 22).
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Figure 22: Inhibition de la stimulation de hGal (WT) par le peptide hGal (A39E)

La transduction du signal a été étudiée en évaluant I'aptitude a stimuler la production de
phosphate d'inositol (PI) dans des cellules CHO exprimant les récepteurs hGalR2. Les
deux peptides hGal (WT) et hGal (A39E) ont stimulé la production de PI a des
concentrations différentes. hGal (WT) a stimulé la production de PI a une concentration
de 171 + 9.37 nmol/], alors que hGal(A39E) a stimulé la production de PI a des valeurs
significativement plus élevées 1243 + 103 nmol/l (P-value = 0.0005) indiquant que ce

mutant est un activateur moins puissant de hGalR2 (Figure 23).
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Figure 23: Production de Phosphates Inositols dans les cellules CHO exprimant
hGalR22¢

L’effet additif de différentes concentrations de hGal (A39E) sur la production de
PI obtenu avec 100 nmol/l de hGal (WT) a également été étudié (Figure 24). Le peptide
muté hGal (A39E) a montré un effet additif statistiquement significatif a partir d’'une
concentration de 1 pmol/l (P-value < 0.001). En effet, une augmentation de la
production de PI a été observée lorsque les cellules CHO étaient co-stimulées avec hGal
(WT) et hGal (A39E) a comparer avec la stimulation avec hGal (WT) seul, suggérant que
hGal (A39E) agit comme agoniste des récepteurs hGalR2. A des concentrations
inférieures a 1 umol/l, hGal (A39E) n’a pas montré d’effet synergique significatif sur la

production de PI induite par 100 nmol/l de hGAL (WT).

26 Les données sont exprimées en pourcentages de controles et moyennes + écart-type
de trois expériences répétées. Niveau significatif par rapport aux témoins : ***P < 0.001;
tests de comparaison : ANOVA et Tukey HSD.
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Figure 24: Production de Phosphates Inositols dans les cellules CHO exprimant
hGalR227

4. Discussion

Dans cette famille, une mutation de novo p.A39E dans le gene qui code pour la galanine
(GAL) a été identifiée chez les jumeaux monozygotes présentent une ELT.
La galanine est un neuropeptide de 30 acides aminés, localisé en position 33 a 62 du
prépropeptide galanine/GMAP (galanin message-associated peptide) [356]. Il comprend
une extrémité N-terminale cruciale pour ses activités biologiques, et une extrémité C-
terminale qui jouerait un role protecteur contre sa protéolyse [344, 357]. La mutation
p.A39E affecte I'alanine en position 39 du précurseur de la galanine qui correspond au
septieme résidu du peptide galanine mature (30 acides aminés).

Les 15 premiers résidus de la galanine sont hautement conservés au cours de son
évolution alors que les 15 derniers sont moins conservés et manquent d’affinités pour

les récepteurs [358, 359] (Figure 25).

27 Les résultats sont exprimés en pourcentages de témoins et moyennes * écart-type de
trois expériences répétées. ***P < 0.001; one-way ANOVA, Tukey HSD post hoc
comparison test.
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Figure 25: Alignement des séquences d'acides aminés prédites du peptide galanine
chez plusieurs espeéeces?8

28 Galaxy : https://usegalaxy.org/mise a jourle 12/01/2016
141


https://usegalaxy.org/mise

Mutation du gene GAL et épilepsie du lobe temporal

Le neuropeptide galanine est impliqué dans la régulation de différentes fonctions
physiologiques telles que l'humeur, la sensation de faim, ainsi que les capacités
d’apprentissage et de mémorisation (Tableau 17). La galanine est essentielle pour la
survie et la croissance de certaines populations neuronales au cours du développement
[360]. Elle posséde des propriétés anti-nociceptives, neuroprotectrices et

anticonvulsivantes [361-363].

Tableau 17: Implication des récepteurs de galanine dans différentes fonctions
physiologiques et pathologiques

Effets physiologiques et Récepteurs impliqués Références
pathologiques
Sensation de faim GalR1 dans I'hypothalamus. [361, 364]
Mémoire et apprentissage GalR1 et GalR2 dans I'’hippocampe. [365, 366]
Epilepsie GalR1 et GalR2 dans I'’hippocampe. [367,368]
Douleur GalR1 et GalR2Z dans la moelle [344, 369-372]
épiniére et le ganglion dorsal.
Anxiété et troubles de GalR1, GalR2 et GalR3 dans le [373-379]
I’humeur ganglion dorsal, I'hypothalamus,
locus coeruleus et I'amygdale.
Tumeurs GalR1 et GalR2. [344, 380-382]

L’effet anticonvulsivant de la galanine a été démontré via différents modeles
animaux. Ainsi, en 1992 Mazarati et al. ont constaté une diminution de la sévérité des
crises chez le rat aprés administration de fortes doses de Galanine (2000, 1000 ng) dans
le ventricule latéral et dans le noyau caudé. L'injection bilatérale de galanine (200, I00 et
50 ng) dans I'hippocampe a entrainé un effet anticonvulsivant plus spécifique et dose-
dépendant par rapport aux autres régions cérébrales [346].

Quelques années plus tard, la méme équipe a démontré dans un modele murin,
que la déplétion de I'hippocampe en galanine induite par I'état de mal épileptique
pouvait contribuer a la pérennisation de I'activité critique ; alors que 'augmentation de
la concentration en galanine favorisait la cessation de I'état de mal [383]. En outre, les
souris transgéniques qui surexpriment la galanine ont montré une résistance élevée a
I'induction des crises, alors que les souris déficientes en galanine ont montré une plus

grande susceptibilité aux convulsions [384].
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L’effet anticonvulsivant de la galanine passe par I'inhibition de la libération du
glutamate [385]. La formation hippocampique qui est impliquée dans les crises
d'épilepsie du lobe temporal recoit les innervations galaninergique et glutamatergique
excitatrice. Les fibres galaninergiques suppriment cette action excitatrice via
I'ouverture de canaux potassiques, déclenchant ainsi une hyperpolarisation de la
membrane. Elles inhibent également la libération de glutamate a partir des terminaisons
présynaptiques [386].

A ce jour, 3 récepteurs de la galanine ont été identifiés. Les deux récepteurs GalR1
et GALR2 qui sont exprimés dans I'hippocampe, contribuent a I'effet anticonvulsivant de
la galanine [344]. En revanche, le récepteur GalR3 principalement exprimé dans la
région hypothalamique ne joue aucun réle dans I'épilepsie [387].

En 2004, Mazarati et al. ont effectué in vivo chez le rat, une sous-régulation du
récepteur hippocampique GalR2 afin de déterminer son role de modulation de
'excitabilité dans un modele d’état de mal épileptique. Pour cela, ils ont injecté par voie
stéréotaxique dans le gyrus denté droit un antisens PNA (peptide nucleic acid) qui mime
une partie de I’ARN messager du récepteur GalR2 conduisant a sa sous-régulation. Par
cette méthode, ils obtiennent une sous-régulation de 53 % de GalR2 sans modification
du nombre de sites de GalR1. Dans ce modele, les crises étaient significativement plus
séveres et plus prolongées par rapport aux témoins, suggérant que ce type de récepteur
intervient durant I’'état de mal épileptique. L’application d’'un agoniste sélectif de ces
récepteurs GalR2 a permis une diminution considérable des crises confirmant que cette
action anticonvulsivante passe bien par le récepteur GalR2. Les auteurs ont également
constaté dans ce méme modele, une altération de I'action neurotrophique de la galanine
avec perte des interneurones du hile, secondaire aux crises [367]. Ils ont donc conclu
que la galanine agissant par son récepteur GalR2 dans le gyrus denté a une action
anticonvulsivante, neuroprotectrice pour les neurones du hile et une action stimulante
de la neurogenese.

Par ailleurs, McColl et al. ont élaboré chez la souris, un récepteur GalR1-/-
responsable de crises spontanées. L'enregistrement EEG critique de cette souris a
montré que la plupart des crises avaient un début focal avec généralisation secondaire.
Le tracé intercritique était également anormal marqué par des pointes et des ondes
lentes focales [388]. Par ailleurs, il a été récemment démontré chez la souris que le

déficit en GalR1 exacerbait la perte neuronale hippocampique apres un état de mal
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épileptique [389] et que CYM2503, un modulateur allostérique de GalR2, présentait des
effets anticonvulsivants dans des modeles animaux [390].

Dans notre étude, le dépistage de mutations dans le gene GAL chez 530 individus
avec ELT et 52 patients atteints de différents types d'épilepsies focales n'a révélé aucune
mutations pathogenes supplémentaires. Ce résultat indique que les mutations de GAL
sont des causes rares d’ELT et d’épilepsies focales.

Nous avons également consulté la base de données ExAC?? qui rapporte soixante
deux variations faux-sens et par perte de fonction du prépropeptide de la
galanine/GMAP. Parmi ces SNV, 52 sont situés a distance des exons 2 et 3 qui codent
pour le neuropeptide galanine et ont donc peu de chances d'altérer sa synthese. Les dix
autres variants décrits dans cette base de données et prédits pour étre pathogenes
comprennent six mutations avec perte de fonction et quatre mutations faux-sens
(Tableau 18). La signification pathogéne de ces 10 variants est actuellement inconnue
étant donné que : (i) il n'y a pas de données expérimentales sur leur effet potentiel sur la
fonction de la galanine et (ii) le statut phénotypique des porteurs de ces mutations n’est
pas disponible. Méme si 'on considere qu'ils sont tous pathogénes, leur fréquence
allélique cumulative a été calculée a 0.0246%, ce qui est bien en dessous de la

prévalence de I'ELT estimée a 0.17% [391].

29 ExAC : Exome Aggregation Consortium est une base de données internationale qui
met a la disposition de la communauté scientifique biomédicale les données de
séquencage de I'exome de 60.706 individus non apparentés.
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Tableau 18: Liste des variants faux-sens et perte de fonction dans le géne GAL,

rapportés par EXAC
Variant Protein Consequence Annotation Allele | Allele Allele
Count | Number Frequency

11:68452391G /C 11| 68452391 splice acceptor 3 82358 0.00003643
11:68452398C /T 11| 68452398 | p.Arg3Ter stop gained 5 84756 0.00005899
11:68452398C /G 11 68452398 | p.Arg3Gly missense 3 84756 0.0000354
11:68452402G /A 11 68452402 | p.Gly4Asp missense 1 85702 0.00001167
11:68452402G /T 11 68452402 | p.Gly4Val missense 2 85702 0.00002334
11:68452404A /G 11 68452404 | p.Ser5Gly missense 2 86186 0.00002321
11:68452407G /A 11 68452407 | p.Ala6Thr missense 2 86600 0.00002309
11:68452419G /A 11 68452419 | p.Alal0Thr missense 1 86750 0.00001153
11:68452434G /A 11 68452434 | p.Alal5Thr missense 2 81274 0.00002461
11:68452435C/ T 11 68452435 | p.Alal5Val missense 1 80870 0.00001237
11:68452435C/A 11 68452435 | p.Alal5Asp missense 1 80870 0.00001237
11:68452438C/ T 11 68452438 | p.Alal6Val missense 728 78246 0.009304
11:68452444T/C 11 68452444 | p.Leul8Pro missense 2 72194 0.0000277
11:68452456C/ T 11 68452456 | p.Ala22Val missense 2 63190 0.00003165
11:68452462 T / TC 11 68452462 | p.Trp25LeufsTer47 frameshift 1 59364 0.00001685
11:68452468C/ T 11 68452468 | p.Ser26Leu missense 3 55540 0.00005402
11:68452471C/G 11 68452471 | p.Pro27Arg missense 1 51692 0.00001935
11:68453063C /G 11 68453063 | p.Ala28Gly missense 2| 118832 0.00001683
11:68453068G / C 11 68453068 | p.Glu30GIn missense 1| 118862 0.000008413
11:68453068G /T 11| 68453068 | p.Glu30Ter stop gained 1| 118862 | 0.000008413
11:68453069A /C 11 68453069 | p.Glu30Ala missense 1| 118942 0.000008407
11:68453086 C / G 11| 68453086 | p.Leu36Val missense 2| 118358 0.0000169
11:68453091C /G 11| 68453091 | p.Asn37Lys missense 3| 118132 0.0000254
11:68453095G /A 11| 68453095 | p.Ala39Thr missense 1| 117728 | 0.000008494
11:68453117 G / GT 11 68453117 splice donor 1| 113104 | 0.000008841
11:68455480A / G 11| 68455480 splice acceptor 5| 120900 0.00004136
11:68455485C /T 11| 68455485 | p.Ala47Val missense 3| 121056 0.00002478
11:68455487G /A 11 68455487 | p.Val48lle missense 26| 121200 0.0002145
11:68455508 A / G 11 68455508 | p.Ser55Gly missense 1| 121626 0.000008222
11:68455511G /A 11 68455511 | p.Asp56Asn missense 19| 121668 0.0001562
11:68455518A /G 11 68455518 | p.Asn58Ser missense 1| 121736 0.000008214
11:68455519T /G 11 68455519 | p.Asn58Lys missense 2| 121748 0.00001643
11:68455523C/ T 11 68455523 | p.Leu60Phe missense 2| 121756 0.00001643
11:68455527C /G 11 68455527 | p.Thr61Ser missense 1| 121770 0.000008212

Les variants prédits pour affecter la synthése et/ou la fonction galanine sont en caracteres gras.
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Ainsi, nos résultats génétiques et fonctionnels sont en faveur d'un effet dominant
négatif d’haplo-insuffisance comme mécanisme potentiel de causalité, suggérant que le
variant p.A39E du gene GAL pourrait étre impliqué dans la survenue d'une ELT. Ceci dit,
nous pensons que le dépistage de mutations d'autres génes impliqués dans la voie de
signalisation de la galanine (par exemple les genes codant les récepteurs de la galanine),
est indispensable pour évaluer globalement la contribution du systeme galaninergique a
la génétique de I'épilepsie du lobe temporal.

Nos résultats pourraient avoir des retombées directes sur le développement de
nouveaux traitements antiépileptiques. En effet, les propriétés anticonvulsivantes de la
galanine ont séduit I'industrie du génie génétique, et ont incité le développement de
cellules encapsulées produisant ce neuropeptide [348, 390, 392]. Ces approches

innovantes sont encore a I'état expérimental.

5. Conclusion

Notre étude est intéressante dans le sens ou elle a mis en évidence la premiere
mutation du gene GAL en rapport avec un phénotype épileptique chez 'Homme. Nos
résultats pourraient avoir des implications directes dans le développement de molécules

antiépileptiques a base de galanine et de traitements par thérapie génique.
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CHAPITRE V : Polymorphismes du géne RELN et vulnérabilité a
I’épilepsie et a la schizophrénie

Résumé

Les données cliniques, épidémiologiques et neuropathologiques disponibles suggérent
une forte association entre I'épilepsie et la schizophrénie [393, 394]. Cette association
sous entend une vulnérabilité génétique commune a ces deux affections [395]. Parmi les
genes candidats a ces deux maladies, le géne Reelin (RELN, [OMIM] 600514) a été I'un
des plus étudiés. Il code pour la Reelin, une gigantesque glycoprotéine impliquée dans la
migration neuronale et dans différentes fonctions du développement cérébral [396, 397].
Dans la présente étude, nous rapportons une famille comportant deux freéres atteints
d’épilepsie du lobe temporal, avec schizophrénie chez l'un, et trouble dépressif
récurrent sur personnalité de type borderline chez 'autre. Le séquencage exonique a
identifié un variant du géne RELN (rs55689103) a I’état homozygote chez I'individu avec
schizophrénie, et a I'état hétérozygote chez son frere. Ce variant pourrait donc étre
impliqué dans le phénotype schizophrénique dans cette famille, mais pas dans le
phénotype épileptique. Le dosage sérique de la protéine Reelin ainsi que I'étude du
niveau de méthylation du promoteur du gene RELN constituent des éléments clés pour

I'interprétation des résultats de cette étude.

Mots clés : Reelin, polymorphisme, épilepsie, schizophrénie.
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CHAPTER V: RELN gene polymorphisms and susceptibility to
epilepsy and schizophrenia

Abstract

Several studies have shown a strong relationship between schizophrenia and epilepsy
[393, 394]. This association implies a common genetic vulnerability for both conditions
[395]. Among the candidate genes for both diseases, the Reelin gene (RELN [OMIM]
600514) has been one of the most studied. It encodes Reelin, a gigantic glycoprotein

involved in neuronal migration and different functions of brain development [308, 309].

In this study, we report a family with two brothers suffering from temporal lobe
epilepsy with schizophrenia in one, and recurrent depressive disorder in the other.
Exome sequencing identified homozygous single nucleotide variant in the RELN gene
(rs55689103) in individual with schizophrenia. His brother was heterozygous for the
same variant. This variant could be involved in schizophrenic phenotype in this family,
but not in the epilepsy phenotype. Further investigations of blood Reelin level and RELN

promoter methylation are key components to interpreting the results of this study.

Key words: Reelin, polymorphism, epilepsy, schizophrenia.
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1. Introduction

La schizophrénie [OMIM: 181500] est une pathologie psychiatrique sévere,
affectant plus de 1% de la population mondiale [398]. Elle est caractérisée par des
hallucinations, un délire, des affects plats ou inappropriés et une détérioration cognitive.
La composante génétique de ce trouble est connue depuis le début de ce siecle avec une
héritabilité estimée a 80-85% [399]. L’hypothese actuellement retenue est celle d’'un
modele polygénique et multifactoriel [400]. A ce jour, aucun géne n’a été formellement
identifié comme facteur causal ; cependant, certains genes sont considérés comme des
candidats intéressants.

L’association de la schizophrénie a I'épilepsie a été démontrée par plusieurs
études [401-403]. Ainsi, dans une étude longitudinale portant sur 87 enfants suivis
pendant 10 ans pour ELT, 10% ont développé une schizophrénie [404]. Une étude plus
récente a démontré une relation bidirectionnelle entre I'épilepsie et la schizophrénie
avec une incidence plus élevée de I'épilepsie dans le groupe de malades schizophrénes
par rapport aux sujets non schizophrenes (6.99 vs 1.19/1000 personne-années), et une
incidence plus élevée de la schizophrénie dans la cohorte des épileptiques par rapport
aux non épileptiques (3.53 vs 0.46/1000 personne-années) [393]. Cette association sous
entend une vulnérabilité génétique commune a ces deux affections. En effet, il a été
démontré que le gene Leucine-rich glioma inactivated 1 (LGII1) impliqué dans le
développement neuronal, est associé a I'épilepsie autosomique dominante du lobe
temporal avec aura auditive et a la schizophrénie [405, 406]. Par ailleurs, le gene
Contactin-associated protein-like 2 (CNTNAPZ2) est considéré comme un potentiel gene
candidat pour I'épilepsie, la schizophrénie et le déclin cognitif dans la population
caucasienne [407, 408]. Enfin, le gene Reelin (RELN), qui code pour une glycoprotéine
extracellulaire jouant un roéle primordial dans le développement neuronal a aussi été
incriminé dans la pathogénese de la schizophrénie et de I'épilepsie. Ce gene code pour la
Reelin, une gigantesque glycoprotéine impliquée dans la migration neuronale et dans
différentes fonctions du développement cérébral [396, 397]. Cette protéine est exprimée
essentiellement par les interneurones GABAergiques de l'’hippocampe et par les
neurones glutamatergiques du cervelet [409, 410]. De plus, RELN joue un role important

dans la croissance dendritique, dans la plasticité synaptique et dans la régulation des
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récepteurs N-Méthyl-D-Aspartate (NMDA) [411, 412]. Les troubles du métabolisme de la
Reelin se traduisent par un défaut de lamination corticale [413] ou une lissencéphalie
[414, 415]. Ainsi, les mutations RELN pourraient étre impliquées dans la pathogénese de
troubles neuropsychiatriques tels que la maladie d’Alzheimer, la démence fronto-
temporale, les troubles du spectre autistique, les troubles bipolaires, certains syndromes
épileptiques et la schizophrénie [416-419]. Nous rapportons une famille avec phénotype
épileptique et schizophrénique chez laquelle un polymorphisme du gene RELN a été

identifié.

2. Matériels et méthodes

2.1. Extraction de ’ADN

Tous les membres disponibles et consentants de la famille nucléaire codée EPI-ORA-SIA
ont été évalués et prélevés au service de neurologie du CHU d’Oran. L’ADN génomique a
été extrait du sang veineux a partir des leucocytes ; pour cela le kit d’extraction d’ADN
« Invitrogen» a été utilisé. La pureté de I'ADN a été vérifiée par la méthode de
spectrophotométrie basée sur la capacité de I’ADN a absorber des rayonnements UV a
I'aide d'un spectrophotometre Nanodrop (Labtech). La concentration des ADN a été
déterminée par la mesure de l'absorbance a une longueur d’'onde de 260nm
«nanometres». Un second dosage a été effectué a 280nm afin de rechercher une

éventuelle contamination par les protéines ou par les sels lors de I'extraction.

2.2. Analyses par séquencage exomique

Un séquencage de I'exome entier (Whole Exome Sequencing WES) a éteé effectué chez les
parents (individus I-01 et 1-02), les deux enfants malades (individus I1-02 et II-03) et
deux enfants sains (individus II-01 et [I-06) (Figure 26). Le protocole de cette technique
a déja été décrit dans le chapitre précédent.

Les variants potentiellement pathogéniques ont été identifiés grace a VariantMaster. Ont
été retenus pour des analyses subséquentes, les variants détectés chez les individus
malades, avec Samtools et PINDEL, qui ont des scores de qualité supérieurs a 150 et a
600 respectivement. Les variants homozygotes ou hétérozygotes composites chez les

individus malades, qui ont été prédits comme déléteres « damaging » par au moins deux
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des trois algorithmes utilisés (SIFT, Polyphen2 et Mutation Taster), n'ont été classés
comme récessifs, que si les deux parents étaient porteurs et que le génotype des autres
enfants indemnes était différent de celui de leurs fréres malades. Tous les variants
classés comme récessifs par VariantMaster ont été par la suite visuellement inspectés
par le logiciel SAMtools text alignment viewer. Le reste des variants candidats ont été
validés par séquencage Sanger grace a l'appareil ABI 3730xl DNA Analyzer (Applied

Biosystems).
3. Résultats
3.1. Description phénotypique de la famille EPI-ORA-SIA

Dans cette famille, tous les sujets sont d’origine Algérienne (Maghrébine- arabe)
sauf la grand-mere maternelle des individus malades qui est originaire du Maroc (Ville
de Oudjda, frontaliére a I’'Algérie). Les parents sont sains et ne présentent aucun lien de

parenté (Figure 26).
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Figure 26: Pedigree de la famille EPI-ORA-SIA
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L’individu II-02 est le cas index de cette famille. Il est né le 19 juillet 1979 a Oran.
Célibataire, son niveau scolaire est de 6 années d’études ; il n’a jamais suivi de formation
professionnelle et n’a jamais travaillé.

Il est suivi pour épilepsie du lobe temporal depuis I'age de 10 ans. Ses crises se résument
a des sensations d’angoisse avec palpitations et impression de déja-vu durant moins
d’'une minute et se répétant 1 a 2 fois par jour. Ces épisodes sont parfois suivis de crises
tonico-cloniques généralisées avec morsure de la langue et émission d’urines.

L’examen neurologique est normal et 'EEG met en évidence un rythme alpha postérieur
avec bonne réaction d’arrét visuel, des pointes lentes en frontal gauche avec diffusion
vers les régions temporales. A la stimulation lumineuse intermittente (SLI), on note une
réponse photo paroxystique localisée en fronto-temporal gauche aux fréquences
comprises entre 6 et 20 cycles/seconde (Figure 27).

L’'IRM cérébrale avec injection de gadolinium est normale, ne retrouvant ni sclérose
hippocampique ni malformation vasculaire. Il est traité par Phénobarbital® 200 mg/j et
Carbamazépine® 400 mg/j avec une nette diminution de la fréquence des crises focales

(une crise tous les 3-4 mois) sans généralisation secondaire.

Figure 27: Tracé EEG de l'individu EPI-ORA-SIA-1I-02
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Evaluation psychiatrique par la DIGS:

Le patient décrit lui méme son enfance comme étant malheureuse, sans pouvoir
s’exprimer sur les raisons. Son développement psychomoteur est décrit par sa mere
comme étant dans la limite de la normale, avec acquisition de la position assise a 10
mois, la marche a 15 maois, le langage a 24 mois, et le contrdle sphinctérien a 3 ans. Son
autonomie est a ce jour relative. Le patient n’a pas pu poursuivre sa scolarité au dela de
la 6¢me année primaire, compte tenu de ses mauvais résultats scolaires. Par ailleurs, il ne
consomme aucun produit toxique, et ses consommations de thé et de café sont tres
minimes (1 verre/jour, 1 tasse/jour).

Les réponses aux questions de dépistage des troubles de 'humeur de la DIGS sont
négatives, cependant celles des traits de personnalité schizotypique et de psychose
reviennent positives. Le patient se décrit solitaire, isolé de sa famille et de la société,
n‘ayant pas d’amis. Il n’arrive pas a entreprendre une activité ménagére ou
professionnelle, et présente des rituels de lavage et de collectionnisme. Ses émotions
sont émoussées, ses propos inadaptés et ses croyances magiques (Item 32-38. Traits de
personnalité schizotypique - DIGS).

A T'age de 26 ans, sont apparus progressivement des troubles schizophréniques
avec phénomenes hallucinatoires visuels persistant plusieurs semaines (Item 23- 68-69.
Psychose - DIGS), des idées délirantes de persécution (surtout envers son pere) et de
référence (Item 25. Psychose - DIGS), des troubles du comportement a type d’instabilité
psychomotrice, conduites d’errance, injures, discours désorganisé et bizarre avec
quelques écholalies (Item 72-73- 14-15- 17-18. Psychose - DIGS). Ces symptomes ont
motivé l'instauration d’'un traitement médicamenteux a base de Rispéridone® a raison
de 8 mg/jour ensuite 12 mg/jour devant l'absence de réponse. L’évolution a été
marquée par la persistance des symptomes psychotiques avec des éléments de
désorganisation au premier plan; apathie et perte de volonté, alogie et affect abrasé
(Item 32-33-47-48-62-63. Psychose - DIGS), conduisant au diagnostic actuel de
schizophrénie désorganisée. Actuellement, le patient est sous Olanzapine® 10 mg/jour

et Levomepromazine® 25mg/jour avec une stabilisation partielle de ses troubles.
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L’individu I1-03 est né le 18/10/1980 a Oran. Célibataire et sans profession, son
niveau scolaire est de 8 années d’études. Il a déja travaillé comme jardinier pendant 2
ans, puis a été licencié a cause de difficultés relationnelles. Suivi en neurologie depuis
I'dge de 12 ans pour épilepsie du lobe temporal, ses crises sont faites d’épisodes
paroxystiques de dysphasie avec propos incohérents, parfois sensations abdominales
« bizarres » durant moins de 3 minutes suivies d’'une perte de connaissance avec crise
tonicoclonique généralisée, morsure de langue, révulsion des globes oculaires et
émission d’urines. Ces crises sont fréquentes se répétant 2 a 4 fois par jour. L'examen
neurologique est normal. L’EEG met en évidence un rythme alpha (9 cycles/seconde)
postérieur, réactif a 'ouverture des yeux. L’hyperpnée ralentit le tracé et fait apparaitre
des pointes ondes au niveau des régions frontales et temporales. La SLI est sans effet sur
le tracé (Figure 28). Le scanner cérébral avec injection de produit de contraste est
normal, et I'[RM cérébrale avec injection de gadolinium sans particularités. Le patient a
été mis sous plusieurs associations d’antiépileptiques sans amélioration aucune de la
fréquence des crises durant plusieurs années, avec cependant une mauvaise observance
thérapeutique et une mauvaise hygiene de vie. Actuellement, il est sous Lamotrigine®
200 mg/j et Phénobarbital® 200 mg/j et présente des crises focales hebdomadaires

sans généralisation.

Figure 28: Tracé EEG de l'individu EPI-ORA-SIA-1I-03
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Evaluation psychiatrique par la DIGS :

Le patient est tabagique depuis I'dge de 17 ans, a raison d’'un paquet/jour. Par
ailleurs, il consomme régulierement du café (1 a 2 tasses/ jour) et du thé (3 a 4 verres/
jour). Il rapporte quelques prises d’alcool occasionnelles mais pas de consommation de
cannabis.

Dans sa biographie, le patient relate une enfance heureuse au sein de sa famille mais
rapporte également quelques conflits conjugaux avec violence physique dans le couple
de ses parents (Item 63-65. Enfance-DIGS).

Ses troubles psychiatriques ont commencé de maniére insidieuse, sur un terrain de
personnalité marquée par le retrait, I'introversion, avec comportements impulsifs et
agressifs intermittents, faisant suite a des situations sociales de conflit et de frustration.
Le patient décrit des probléemes émotionnels, survenus pour la premiere fois de maniere
intense a la suite de la perte de son emploi, provoquant une rupture avec I'état antérieur
avec incapacité de travailler ou d’assumer d’autres responsabilités, sans notion de
consultation en psychiatrie (Item 22-27. Apercu des troubles psychiatriques -DIGS).

Le patient répond par l'affirmative a toutes les questions de dépistage de 1'épisode
dépressif majeur (Item 48-51. Episode dépressif majeur -DIGS, NDDI-E). 11 situe son
premier épisode a I'age de 29 ans, suite a des évenements de stress sévere : disparition
d’un frere (individu II-05) avec lequel il entreprenait une relation tres proche (Item 40-
41. Episode dépressif majeur -DIGS), et licenciement (Item 46-47). Durant cet épisode
dépressif majeur qui a duré 06 mois environ, le patient a présenté des caractéristiques
de sévérité, marquées par une diminution du fonctionnement, insomnie du milieu de la
nuit et du petit matin, abus d’alcool mais sans idéation suicidaire. Des caractéristiques
psychotiques ont accompagné ce premier épisode a type d’idées délirantes de
persécution qui ont cédé avec I'amélioration de I’état thymique. L’évolution fut marquée
par la persistance d’'une instabilité relationnelle, de comportements impulsifs avec
angoisse omniprésente rentrant dans le cadre d’un trouble de la personnalité borderline.
A l'age de 33 ans, le patient a présenté une rechute dépressive sur le méme mode, sans
facteurs déclenchant significatifs a I'exception de la persistance de la situation de

chomage depuis I'dge de 29 ans. Devant la récurrence de ces épisodes dépressifs
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majeurs, qui évoluent sur un fond de personnalité borderline et la négativité des
réponses aux questions de dépistage des autres troubles psychiatriques sur la DIGS ; le
diagnostic de trouble dépressif récurrent sur personnalité de type borderline est retenu
chez ce patient. Un traitement par antidépresseur (Sertraline® 50mg/jour) et
anxiolytique (Prazépam® 10mg/jour) a été instauré lors du second épisode avec une
réponse favorable.

Tous les autres membres disponibles et consentant de la famille nucléaire ont
bénéficié d’'un examen neurologique et d'une évaluation psychiatrique qui étaient sans
particularités. Leurs enregistrements eletroencéphalographiques se sont avérés

normaux.

3.2. Résultats du séquengage exomique

Etant donné que les enfants affectés sont issus de parents indemnes, nous avons
évoqué la possibilité d'un modele récessif et recherché des mutations homozygotes ou
hétérozygotes composites chez les individus malades.
Un séquencage exonique a été effectué chez les parents (individus I-01 et 1-02), les deux
enfants malades (individus II-02 et 1I-03) et deux enfants sains (individus I1-01 et II-06).

Le tableau 19 résume le nombre de SNV identifiés pour chaque individu.

Tableau 19: SNVs identifiés lors du séquencage exonique de la famille EPI-ORA-SIA

Cov 8x SNV non synonyme SNV synonyme
EPI-ORA-SIA-I-01 104M 97.68% 10.351 11.653
EPI-ORA-SIA-1-02 92M 97.53% 10.179 11.744
EPI-ORA-SIA-II-01 92M 97.55% 10.261 11.864
EPI-ORA-SIA-II-02 182M 98.15% 10.358 11.716
EPI-ORA-SIA-II-03 94M 97.52% 10.282 11.712
EPI-ORA-SIA-II-06 95M 97.57% 10.246 11.743

Read = nombre de paires de bases lues lors de 'exome.

Cov 8x = le pourcentage de paires de bases lues 8 fois.

SNV non synonyme = nombre de variants identifiés provoquant un changement d’acide aminé.
SNV synonyme = nombre de variants identifiés ne provoquant pas de changement d’acide aminé.
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3.3. Résultats de la recherche de variants génétiques par VariantMaster

Des SNVs du gene Centrosomal Protein 350kDa (CP350) ont été identifiés a 1'état
hétérozygote chez les individus sains de cette famille «rs179983405» et
«1s35720901 ». Les deux individus atteints d’épilepsie sont porteurs de mutations
hétérozygotes composites de ce méme gene, compatibles avec un mode de transmission
autosomique récessif (Tableau 20).

Un autre polymorphisme « rs59183049 » a été identifié a I'état homozygote chez
les deux individus malades et a I'état hétérozygote chez les parents et le frére sain. Ce
SNV est localisé au niveau du gene EGF-like module-containing, mucin-like hormone

receptor 3 (EMR3).

Tableau 20: SNV identifiés pour le phénotype épileptique

EVS  SIFT | PP2 I-

01
CEP350 | p.E606A het 225 | 448 rs179983405 | 0.000 0.996 | NF | het | het | het het NF

CEP350 | p.K2735N | het 225 | 211 | 0.01 | rs35720901 0.006 | 0.01 0.624 | het | NF | NF | het het het

EMR3 p.L379V hom | 222 | 365 | 0.01 | rs59183049 0.017 | 0.01 1 het | het | NF | hom | hom | het

QS : score de qualité, 225 est le score maximum ; Cov : nombre de lectures de la séquence que couvre la
mutation, Minimum acceptable = 30 ; 1000g = Fréquence du variant dans la banque de données des 1000
génomes ; AA = le changement d’acide aminé provoqué par la mutation ; Zyg = si homozygote ou
hétérozygote chez le proband ; Snp137 =sile SNP est déja répertorié ; EVS = la fréquence du SNP dans
population caucasienne (Exome Variant Server database) ; NF : not found ; Het = hétérozygote, Hom =
homozygote.

Un dernier variant p.G1280E « rs55689103 » a été identifié a 1'état homozygote
chez l'individu II-02 avec phénotype schizophrénique, compatible avec un mode de
transmission autosomique récessif. Ce SNV dont la fréquence allélique est de 0.0102139,
entraine la substitution d’'une Glycine par l'acide glutamique en position 1280 du gene
RELN (Tableau 21).

La figure 29 illustre la séquence du géne RELN ou I'on peut voir le génotype de chaque

individu de la famille. Seul le patient [I-02 est porteur de la mutation (homozygote T).

30 http://exac.broadinstitute.org/variant/7-103234202-C-T.mise a jour le 13/01/2016
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Tableau 21: SNV identifié pour le phénotype “schizophrénie”

Zyg QS Cov 1000g snpl37 [SAVA] sift  pp2hdiv |- I-

01 | 02

p.G1280E . rs55689103 | 0.0115 | O . het | het | het | hom

QS : score de qualité, 225 est le score maximum ; Cov : nombre de lectures de séquence que couvre la
mutation, Minimum acceptable = 30 ; 1000g : Fréquence du SNP dans la banque de données des 1000
génomes ; AA =le changement d’acide aminé provoqué par la mutation ; Zyg = si homozygote ou
hétérozygote chez le proband ; Snp137 =sile SNP est déja connu ; EVS = la fréquence du SNP dans
population caucasienne (Exome Variant Server database) ; Het = hétérozygote, Hom = homozygote.
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Figure 29: Chromatographe de la séquence du géne RELN chez les membres de la
famille EPI-ORA-SIA
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4. Discussion

4.1. Discussion des modes de transmission

Dans cette famille, deux modeéles sont a considérer :

e Dans le premier modeéle ou I'on ne tient compte que du phénotype épileptique, la
transmission parait étre autosomale récessive étant donné que les individus
atteints sont issus de parents sains. En effet, dans ce modele, les parents sont
hétérozygotes pour les SNV des genes EGF-like module-containing, mucin-like
hormone receptor 3 (EMR3) et centrosomal protein 350kDa (CEP350); variants
qu’ils ont transmis a leurs enfants sains hétérozygotes et aux enfants malades (II-
2 et [1-03) homozygotes pour le SNV EMR3 et hétérozygotes composites pour les
SNV CEP350, ce qui revient au méme résultat qu'un SNV homozygote. Toutefois,
I'on ne peut exclure une transmission autosomique dominante avec pénétrance
incomplete de la maladie.

e Dans le deuxiéme modele ou l'on ne tient compte que du phénotype
« schizophrénie », I'individu I1-02 est homozygote pour le polymorphisme du
gene RELN et 11-03 est hétérozygote, au méme titre que les parents et la sceur
indemnes (individus 1-01 et I-02 et 11-01). Dans ce contexte, on considere que
seule la schizophrénie est le phénotype lié a ce gene et on fait donc abstraction du

phénotype épileptique.

4.2. Discussion des résultats du séquencage d’exons

4.2.1. Polymorphismes du géne CEP350

Le géne CEP350 est situé sur le chromosome 1g25. Il mesure 160.108 pb, comporte 40
exons et code pour une protéine centrosomale de 350 kDa. Cette protéine dotée d'un
domaine CAP-Gly, typiquement retrouvé dans les protéines associées au cytosquelette,
est impliquée dans la régulation des récepteurs hormonaux localisés dans le noyau
[420]. Les deux variants identifiés rs179983405 et rs35720901 sont rares, leur
fréquence allélique est de 'ordre de 0.00003974 pour le premier SNV31, et de 0.001834

31 http://exac.broadinstitute.org /variant/1-179983405-A-C.mise a jour le 15/01/2016
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pour le deuxieme32, De plus, ils sont prédits pour étre pathogénes (damaging) par SIFT33
et par Polyphen234.

A ce jour, aucun phénotype, maladie ou trait n’est connu pour étre directement
associé a ce gene. Dong, il est difficile de déterminer s’il est en cause dans le phénotype
de cette famille, d’autant plus que les individus sains (II-04 et II-05) n’ont pas été
génotypés pour les deux variants et 'on ne peut donc savoir s’ils présentent le méme
génotype que les individus malades. Par conséquent, on ne peut exclure ce géene comme

étant causatif du phénotype, mais on ne peut non plus affirmer qu’il est le géne causal.

4.2.2. Polymorphisme du géne EMR3

Le géne EMR3, encore appelé adhesion G protein-coupled receptor E3 (ADGRE3) est situé
sur le chromosome 19p13.1. Il mesure 55.633 pb et comporte 16 exons [421]. Il code
pour une protéine transmembranaire exprimée essentiellement par les cellules
immunitaires, jouant un role dans les réponses immunes et inflammatoires. Cette
protéine agit aussi comme régulateur de la pression artérielle. A ce jour, il n’a jamais été
rapporté de troubles neuropsychiatriques associés au gene EMR3. Chez nos patients, le
variant retrouvé « rs59183049 » est connu et a déja été répertorié dans la base de
données Exac, qui rapporte aussi des homozygotes sains pour ce variant avec une

fréquence allélique de 0.0133>, ce qui écarte I'’hypothése de sa pathogénicité.

4.2.3. Polymorphisme du géne RELN

Le géne RELN ([OMIM] 600514) est situé sur le bras long du chromosome 7q22.1
(Figure 30). Il mesure 517.733 pb, comprend 65 exons et s’exprime essentiellement
dans le cerveau. Il a été identifié en 1995 par clonage positionnel [413, 422, 423]. Il code
pour la Reelin, une gigantesque protéine extracellulaire de 3460 acides aminés, qui joue
un role primordial dans le développement neuronal chez '’embryon mais aussi en post-
natal [396, 397, 424]. En effet, la Reelin produite par certains neurones du systeme

nerveux central comme les cellules de Cajal-Retzius, agit sur les cellules de la plaque

32 http://exac.broadinstitute.org/variant/1-180063445-G-C.mise a jour le 15/01/2016
sift.jcvi.org/mise a jour le 15/01/2016, cutoff < 0.05
34 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/mise a jourle 15/01/2016

35 http://exac.broadinstitute.org/variant/19-14752344-G-C.mise a jour le 15/01/2016
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corticale en activant une cascade de phosphorylations, ce qui permet a ces cellules de
s'ordonner correctement pour former le modele architectonique radiaire typique de la
plaque corticale précurseur du cortex normal [425-427].

La protéine Reelin est exprimée essentiellement par les interneurones
GABAergiques de I'hippocampe et par les neurones du cervelet [409, 410]. Elle joue un
role important dans la croissance dendritique, dans la plasticité synaptique nécessaire
aux fonctions d'apprentissage et de mémoire, et dans la régulation des récepteurs N-

Methyl-D-Aspartate (NMDA)[411, 412].
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Figure 30: Position du gene RELN en 7q22

Reeler est une mutation autosomique récessive de la souris qui affecte le
développement embryonnaire du cerveau. Elle provoque des anomalies de
'organisation cytoarchitectonique de nombreuses régions cérébrales, parmi lesquelles
le néocortex, I'hippocampe et le cervelet [428, 429]. Ces anomalies, qui touchent
spécifiquement la phase terminale de la mise en place des neurones au cours du
développement, sont utilisées depuis longtemps comme modele d’étude du
développement cérébral [430].

Il est actuellement admis que les troubles du métabolisme de la protéine Reelin
sont impliqués dans certaines affections neuropsychiatriques telles que la schizophrénie,
le trouble bipolaire, 1'autisme, la dépression majeure, la maladie d’Alzheimer et les
défauts de migration associés a I'épilepsie du lobe temporal [419, 424, 431, 432]. Ainsi,
une étude  Hongroise récente a révélé une association génétique de deux
polymorphismes (rs528528 T/T et rs607755 A/A) du géne RELN a la maladie
d’Alzheimer [433]. Par ailleurs, des études post mortem de patients atteints de
schizophrénie, de troubles bipolaires ou encore d’autisme, ont révélé une diminution de
I'expression de la protéine Reelin dans le cortex frontal de ces individus [416, 434, 435].

De plus, les souris hétérozygotes pour la mutation RELN ont montré des troubles du
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comportement et une diminution de la densité dendritique dans le lobe frontal,
compatibles avec un tableau de schizophrénie ou d’autisme [436, 437].

Depuis une quinzaine d’années, les études de liaison et d’association ainsi que la
recherche des endophénotypes dans la schizophrénie se sont considérablement
développées [438, 439]. Ainsi, une étude de liaison a révélé un locus de susceptibilité sur
le chromosome 7q21-32 hébergeant le gene RELN, et a détecté une association entre des
polymorphismes de ce gene et de multiples endophénotypes neuropsychologique tels
que la mémoire verbale (P=0.000003), la mémoire visuelle de travail (P=0.002), et les
fonctions exécutives (P=0.002) [440]. Par ailleurs, le polymorphisme Val997Leu a été
associé a des anomalies ventriculaires chez les patients schizophrenes [441]. Plus
intéressant encore, une importante étude d’association pangénomique incluant un large
échantillon (2934 cas et 7172 témoins) provenant de cinq populations différentes (Juive
Ashkénaze, Chinoise, Irlandaise, Britannique et Américaine) a mis en évidence une
association significative entre le polymorphisme rs7341475 du géne RELN et la
schizophrénie chez les femmes [442]. Une autre étude plus récente a rapporté une
association du polymorphisme rs362719 du gene RELN a la schizophrénie chez les
femmes Chinoises [443].

Des CNV du géne RELN ont également été incriminés dans la lissencéphalie
autosomique récessive avec hypoplasie cérébelleuse [444]. En effet, Hong et al ont
identifié deux familles consanguines avec des réarrangements chromosomiques
impliquant le géne RELN. Dans la premiéere famille originaire d’Arabie Saoudite, I'analyse
par RT-PCR a révélé une délétion de 'exon 36, alors que dans le deuxieme pedigree
d’origine Britannique, une délétion de l'exon 42 a été identifiée. Les individus porteurs
de ces CNV présentaient une ataxie cérébelleuse, un lymphoedeme congénital, un retard
du développement psychomoteur et une épilepsie. Ces variants étaient responsables
d’'un taux bas, voir indétectable de protéine Reelin dans le sang. Quelques années
plutard, Chang et al ont décrit le méme phénotype dans une famille originaire de
Turquie, dans laquelle plusieurs membres étaient porteurs d'une inversion
chromosomique au locus du gene RELN [445].

En 2007, Zaki et al ont rapporté deux freres d’origine égyptienne issus d'un
mariage consanguin, au phénotype de lissencéphalie corticale avec hypoplasie
cérébelleuse, épilepsie sévere, et déficience intellectuelle. L’analyse du caryotype a

identifié une translocation réciproque t(7;12)(q22;p13) a I’'état homozygote, chez les
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deux enfants. Des investigations plus poussées ont confirmé I'altération du géne RELN
en 7q22.1 et des niveaux indétectables de la protéine [446].

Plus récemment encore, Dazzo et al ont identifié sept mutations faux-sens dans
le géne RELN dans une cohorte de sept familles non apparentées d'origine italienne avec
épilepsie familiale latérale du lobe temporal. Les individus porteurs des
polymorphismes p.Asp763Gly, p.His798Asn, p.Gly2783Cys, et p.Glu3176Lys ont montré
une réduction (jusqu'a 50%) des taux sériques de la Reelin par rapport aux témoins,
suggerant une perte de fonction [425].

Dans notre famille, le variant rs55689103 n’a été retrouvé a I’'état homozygote
que chez l'individu II-02 au phénotype de schizophrénie et ELT, dont lI'imagerie
cérébrale est normale, ne retrouvant notamment pas d’anomalies du développement
cortical. De plus, cet individu ne présente ni retard mental ni ataxie cérébelleuse. Ceci
suggere que ce SNV n’est pas impliqué dans le phénotype épileptique, vu qu’il n’a pas été
identifié chez le frére 11-03 qui souffre d’'une ELT avec syndrome dépressif majeur.

Par contre, pour le phénotype « schizophrénie », ce variant pourrait étre a
I'origine d'un défaut d’expression de la protéine Reelin responsable du tableau
psychiatrique. Cependant, nous n’avons pas effectué le dosage plasmatique de la
protéine Reelin, et nous ne pouvons donc incriminer ce SNV de fagon formelle dans la
survenue de la schizophrénie chez notre patient. De plus, la fréquence allélique de notre
variant rs55689103 est estimée a 0.01021 par la banque de données ExAc qui rapporte
10 individus homozygotes pour ce méme variant3¢. En outre, lorsque la variation est
déja connue et que sa fréquence dans la population générale est supérieure a 1%, alors il
y a peu de chances pour que ce soit la mutation causant la maladie. Cependant, il est a
noter que cette base de données rapporte les résultats de populations européennes,
asiatiques et latinoafricaines qui ne sont pas représentatives de la population Algérienne
ou Maghrébine.

En dépit de 'absence de preuves génétiques convaincantes quant a I'implication
de ce polymorphisme dans le phénotype épileptique et psychiatrique de cette famille,
nous ne pouvons pas exclure le géne RELN au niveau épigénétique. En effet, la région du
promoteur du gene RELN est riche en ilots CpG couvrant plus de 2.000 pb et est par

conséquent, susceptible d'étre modifiée par les DNA méthyltransférases (DNMTs) dans

36 http://exac.broadinstitute.org/variant/7-103234202-C-T.mise a jour le 15/01/2016
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des conditions physiologiques et pathologiques [430]. Ainsi, en analysant I'état de
méthylation du promoteur du géne RELN chez 13 patients avec ELT et 3 témoins sains,
Kobow et al. ont constaté une augmentation significative du niveau de méthylation de ce
promoteur chez les cas par rapport aux témoins (p=0.0249) [447]. Par ailleurs, des
études sur les mécanismes de régulation de la Reelin chez 'Homme ont également été
réalisées dans le cadre de la schizophrénie, révélant une réduction significative des
niveaux d’ARN messager par hyperméthylation du promoteur du gene RELN [448]. Nous
évoquons donc la possibilité que des mécanismes épigénétiques tels que la méthylation
de 'ADN et/ou la désacétylation des histones, pourraient étre impliqués dans le
phénotype de cette famille, aboutissant a une répression transcriptionnelle, réduisant le
gene au silence [449]. 1l serait donc intéressant d’étudier le niveau de méthylation du
promoteur du géne RELN afin de confirmer cette hypothése, et d’adapter le traitement le
cas échéant. En effet, I'impact des altérations épigénétiques sur le développement de
maladies neurologiques a suscité I'élaboration de nouvelles cibles thérapeutiques et a
abouti au développement d’inhibiteurs des DNMTs et des histones désacétylases
(HDACs). Ces agents sont destinés a inverser le silencage épigénétique pathologique,
favorisant ainsi la réactivation des genes et leur expression [450]. C’est ainsi que
I'influence du Valproate de sodium® sur les processus épigénétiques fut découverte en
2001 par Phiel et al.,, qui ont démontré que cet antiépileptique agissait comme inhibiteur
des HDACs et inducteur de la déméthylation de I’ADN [451]. De plus, il est actuellement
clairement établi que cet antiépileptique diminue la méthylation du promoteur du gene

RELN in vitro [452].

5. Limites de I’étude et conclusion

Dans cette étude, nous n’avons pas pu identifier de facon formelle la ou les mutations
causales des phénotypes épileptique et schizophrénique pour plusieurs raisons :

- D’abord, pour des raisons financiéres, les éléments génomiques fonctionnels autres
que les genes codant les protéines n’ont pas été explorés. Ainsi, le dosage sérique de la
protéine Reelin, de méme que I'étude du niveau de méthylation du promoteur du gene

RELN constituent des éléments clés pour l'interprétation des résultats de cette étude.

- D’autre part, nos hypotheses sur les modes de transmission de I’épilepsie et de la

schizophrénie pourraient étre incorrectes et les individus affectés de cette famille
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Polymorphisme du gene RELN et vulnérabilité a I’épilepsie et a la schizophrénie
pourraient souffrir de désordres génétiques distincts.

Nous envisageons donc de poursuivre ce travail pour explorer les éléments génomiques
fonctionnels autres que les génes codant les protéines. Nous projetons également de
dépister le polymorphisme rs55689103 dans une population d’épileptiques, de
schizophreénes, et de sujets témoins d’origine Algérienne, afin de déterminer sa

fréquence allélique dans notre population.
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CHAPITRE VI : Mutations du gene EPM1 et épilepsie myoclonique
progressive de type 1

Résumé

Introduction : La maladie d’'Unverricht-Lundborg est la forme la plus pure et la moins
sévere d’épilepsie myoclonique progressive. Sans déficit cognitif progressif, I'évolution
se fait généralement vers une stabilisation des symptomes a 1’age adulte, avec un degré
variable de handicap lié avant tout au syndrome myoclonique. Nous rapportons les
données cliniques, généalogiques, neurophysiologiques, iconographiques et génétiques
de deux familles consanguines originaires de 1'Ouest Algérien comptant six individus
atteints d’épilepsie myoclonique progressive type 1 (EMP1).

Matériels et méthodes : Tous les membres disponibles de ces deux familles ont été
évalués au service de neurologie du CHU d’Oran. Des analyses génétiques par PCR et
Southern Blot ont été effectuées chez les cas-index.

Résultats : L’age moyen de début était de 11.6 ans. Le myoclonus d’action et les crises
généralisées ont été rapportés chez tous les patients (100%), et la dysarthrie et I'ataxie
dans 50% des cas. Les anomalies EEG a type de décharges de pointes-ondes et de
polypointes ondes ont été rapportées chez tous les patients (100%). L'imagerie
cérébrale initiale était normale chez tous les individus malades (100%). L’évolution était
marquée par la disparition des crises tonico-cloniques généralisées dans 83% des cas
avec persistance des myoclonies a des degrés variables. L’analyse des pedigrees plaidait
en faveur d’'une transmission autosomique récessive et I'analyse par Southern Blot
mettait en évidence une expansion de plus de 30 copies du dodécameére CCCCGCCCCGCG
dans le gene EPM1.

Conclusion : Cette étude a rapporté deux nouvelles familles Algériennes consanguines
au phénotype d’épilepsie myoclonique progressive de type 1, et confirmé les
caractéristiques cliniques et évolutives connues de l'affection et son lien avec

I'expansion du dodécamere CCCCGCCCCGCG dans le géne EPM1.

Mots clés : Maladie d’Unverricht-Lundborg, EPM1, CSTB, Southern blot.
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CHAPTER VI: EPM1 mutations and Progressive Myoclonus Epilepsy

Abstract

Background: Unverricht-Lundborg disease (ULD) is the purest and least severe type of
progressive myoclonus epilepsy (PME), and is not associated with progressive cognitive
deficit. Evolution is characterized by the stabilization of symptoms in adulthood, with a
varying degree of disability related primarily to myoclonus. Here, We report the clinical,
genealogical, neurophysiological and genetic analysis of six individuals with ULD,
belonging to two consanguineous families of Algerian ancestry.

Materials and methods: All available members of both families were evaluated at the
neurology department at Oran University Hospital. PCR and Southern Blotting were
performed in probands.

Results: The mean age at onset was 11.6 years. Action- or stimulus-sensitive myoclonus
and generalized tonic-clonic seizures were recorded in 100% of our patients, and
dysarthria with ataxia in 50%. Abnormal EEG was recorded in 100% of our cohort,
showing generalized polyspikes and wave discharges. Initial brain MRI was normal in all
affected members. Generalized seizures tended to disappear in 83% of cases, but all of
them still experiencing myoclonus. Pedigree analysis was compatible with an autosomal
recessive inheritance pattern suggesting founder effect. Southern blot analysis revealed
expansion of the dodecamer repeat CCCCGCCCCGCG in PME1 gene, to more than 30
copies in both families.

Conclusion: this study reported two novel consanguineous families with Unverricht-

Lundborg disease, and confirmed the clinical and molecular features of this disorder.

Key words: Unverricht-Lundborg disease, EPM1, CSTB, Southern Blot
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1. Introduction

La maladie d’Unverricht-Lundborg a été décrite pour la premiere en fois en 1891
par Unverricht chez des patients estoniens et secondairement par Lundborg en 1903
chez des cas suédois [453]. Cette maladie est transmise sur un mode autosomique
récessif, ce qui explique sa prédominance dans certaines populations privilégiant les
unions endogames (Maghreb) et dans certains isolats (Finlande, ile de la Réunion) [454].
La maladie débute vers I'age de 8-15 ans par des crises généralisées tonico-cloniques,
rapidement associées a un myoclonus d’action massif et fragmentaire, avec
photosensibilité et souvent ataxie [455].

L’EMP1 est liée a un déficit en cystatine B (CSTB ou stefin), mais les mécanismes
responsables des symptomes cliniques ne sont pas encore bien compris [456]. Le géne
en cause EPM1 a été cartographié en 1991 sur le chromosome 21q22.3. 1l est le plus
souvent porteur d'une expansion d'un dodécamere CCCCGCCCCGCG, rarement de
mutations ponctuelles [457, 458]. Les alleles normaux présents chez les personnes
saines contiennent 2 a 3 copies [459], alors que cette répétition est présente a plus de 30
copies chez les individus atteints d’'EMP1 [460, 461]. Cette expansion peut interrompre
la transcription, entrainant la réduction de I'expression de CSTB et I'inactivation de
certaines protéases intracellulaires conduisant a la dégénérescence neuronale [456,
462]. Une autre variante (EMP1B) a été récemment rapportée dans une famille
palestinienne, qui serait liée au chromosome 12 [463]. Le diagnostic d’EMP1 repose sur
la prise en compte des antécédents familiaux, de I'dge de début, du contexte ethnique, du
caractere typique des symptomes, et de l'absence de détérioration cognitive et de
déficits sensoriels [464]. Les examens neurophysiologiques sont évocateurs mais non
spécifiques, et il n'y a pas de marqueur biologique ou histologique.

Nous rapportons deux familles consanguines originaires de 'Ouest Algérien comptant

six individus atteints d’EMP1.

2. Matériels et méthodes

Le recrutement et I’évaluation clinique des familles ont déja été détaillés dans le
chapitre II. Etant donné qu’environ 90% des alleles mutés dans 'EMP1 sont dis a

I'expansion de la région instable CCCCGCCCCGCG™ [459], une recherche directe de
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mutations du gene EPM1 a été effectuée chez les cas index des deux familles, par des
réactions de polymérisation en chaine (Polymerase chain reaction PCR), et par la

technique de Southern Blot (digestion avec I’enzyme Pst1).

2.1. Extraction de ’ADN

Tous les individus disponibles et consentant des deux familles nucléaires codées
EPI-ORA-BEL et EPI-ORA-BER ont été prélevés. L’ADN génomique a été extrait du sang
par la technique de « salting out » [465]. Partant d’'un prélévement sanguin de 15 ml, les
globules rouges ont été éliminés par choc thermique. Ensuite, les globules blancs ont été
lysés et les protéines digérées par la protéinase K puis précipitées grace a une forte
concentration en chlorure de sodium (NaCl). Enfin, '’ADN génomique a été isolé par
I’éthanol, récupéré par centrifugation, séché et solubilisé dans du tampon

TE10/1(Tris/HCl: 10mM; EDTA:1mM; pH=8,0).
2.2. Analyse par PCR quantitative (qPCR)

Afin d’amplifier les séquences d’ADN extrait du sang en des millions de copies,
des gPCR ont été réalisées en triplicata pour chaque échantillon, en utilisant différentes
sondes TagMan® comportant des reporters FAM duplexés a un essai TagMan® de
référence (RNase P) composé d'un reporter VIC. Les réactions ont été effectuées
conformément aux instructions du fabricant dans 10 pl volume final contenant 10 ng
d'ADN, 1X TagMan ® génotypage master mix, 1X TagMan® Copy Number assay, 1X
TagMan® Copy Number reference assay. Les réactions ont été assemblées
automatiquement a l'aide d'un appareil Tecan en plaques de 384 puits. Les réactions
d'amplification ont eu lieu sur un appareil de PCR en temps réel ABI HT 7900 (Applied
Biosystems) en utilisant les conditions thermiques suivantes: 95°C pendant 10 minutes,
suivies de 40 cycles de 95°C pendant 15 secondes et 60°C pendant 60 secondes. Les
courbes de fluorescence ont été chargées dans le logiciel 2.2.1 SDS (Applied Biosystems,
Foster City, Californie, USA) pour définir des seuils dans la phase exponentielle du signal.
Les valeurs cycle- seuil (Ct) ont ensuite été exportées en fichiers texte et analysées par le

logiciel Copy Caller ® version 2.0.
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2.3. Analyse par Southern Blot

Le protocole utilisé est celui du laboratoire de biologie moléculaire du Pr
Antonarakis, SE37 [459]. L'ADN génomique a été digéré par I'’enzyme de restriction Pst 1.
Les fragments d’ADN ont été séparés par électrophorese dans un gel d'agarose, puis
dénaturés par un traitement alcalin du gel d'électrophorese, pour étre transférés a un
support souple par simple capillarité. Ces fragments ont ensuite été fixés et hybridés
dans des conditions optimales de stringence avec une sonde complémentaire marquée
par un radio-isotope. Apres de nombreux lavages, le support solide a été mis en contact

d’un film photographique pendant plusieurs jours.
3. Résultats

3.1. Résultats de I'analyse clinique et généalogique

3.1.1. Famille EPI-ORA-BEL

Cette famille est originaire de Ain Tadeles, une petite commune de la wilaya de
Mostaganem, a 91km d’Oran. Elle compte 38.823 habitants38 pour une superficie de
86km?.

Les 5 générations d’ascendants sont natives de la méme commune. La famille possede
de nombreuses boucles de consanguinité qui font supposer que le trait peut étre
transmis de maniere autosomique récessive, et déterminé par une mutation provenant

d’un fondateur commun (Figure 31).

37 Laboratoire qui a découvert I'expansion du dodécamere CCCCGCCCCGCG™ en 1997.

38 https: //fr.wikipedia.org/wiki/A%C3%AFn Tedles.mise a jourle 16/01/2016
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Figure 31: Pedigree de la famille EPI-ORA-BEL

L’individu II-08 est le probant de I’étude. Il est né le 15/05/1980 a Oran, issu d'un
mariage consanguin au 2eme degré. Célibataire et sans profession, il a un niveau
élémentaire de 6 années d’études. Un diabete de type 2 a été découvert chez lui en 2013
suite a un bilan de routine, et depuis, il est sous metformine® (1700 mg/j). Ce patient
est suivi a notre niveau depuis 2007 pour épilepsie myoclonique progressive de type 1.
La maladie a commencé insidieusement vers 1'age de 10 ans, avec un myoclonus d’action
survenant le matin au réveil. Le patient n’a consulté que deux années plus tard, a
'occasion d’une crise morphéique tonicoclonique généralisée (TCG).

Les myoclonies, tres discrétes au début, sont devenues progressivement invalidantes.
Elles rendaient progressivement certains mouvements difficiles, comme le lever a partir
d’une position assise ou couchée, ou les changements de direction pendant la marche, ou
encore la montée et la descente des escaliers. Avec le temps, manger et boire étaient
devenus difficiles. De rares absences ont été rapportées par '’entourage. En dépit d’'une
bithérapie a doses optimales adaptées en fonction du poids et de la tolérance
(Valproate® 1500 mg/j et Clonazépam® 4mg/j), les myoclonies tendaient a étre
permanentes, avec cependant des fluctuations importantes dans la journée (maximum le

matin au lever, et le soir a I'occasion de fatigue), ou d'une journée a l'autre.

176



Mutations du gene EPM1 et épilepsie myoclonique progressive type 1

L’examen neurologique mettait en évidence une ataxie cérébelleuse statico-cinétique
avec tremblement intentionnel et une dysarthrie. Les myoclonies étaient déclenchées au
moindre bruit. Les capacités cognitives étaient conservées, mais les troubles
psychologiques réactionnels et '’hyperémotivité étaient constants. Il n'y avait aucune
atteinte sensorielle.

Le premier EEG de veille réalisé a I'dge de 12 ans, montrait une activité de fond normale,
avec peu d’éléments lents, mais un certain ralentissement était constaté avec la
progression de la maladie. On enregistrait des bouffées courtes et infracliniques de
pointes-ondes (PO) et polypointes ondes (PPO) généralisées avec photosensibilité
clinique et électrique.

Ces anomalies électriques étaient toujours présentes sur le dernier enregistrement
effectué le 03/12/2015 (Figures 32 a et b). Par ailleurs, son IRM cérébrale était sans

particularités.
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Figure 32 a et b: Tracé EEG de l'individu EPI-ORA-BEL-II-08
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Aux derniéres nouvelles (20/01/2016), le patient était sous Valproate® (1500mg/j) et
Lévétiracétam® (3g/j) avec disparition des crises TCG, la derniere remontant a 2009 ;
mais persistance des myoclonies rendant la marche tres difficile et occasionnant des
chutes fréquentes confinant le patient au fauteuil roulant. Nous avons également
préconisé une kinésithérapie ainsi qu'un accompagnement psychologique du patient et

de sa famille.

L’individu II-07 est né le 17/06/1978 a Oran. Célibataire et sans profession, de
niveau scolaire élémentaire (7 années d’études), il a présenté en Novembre 2001 une
tuberculose pulmonaire pour laquelle il a été mis sous traitement spécifique durant six
mois.

A I'age de dix ans, il a présenté exactement le méme tableau clinique que le probant, a
bénéficié des mémes examens complémentaires et du méme traitement, avec cependant
une meilleure évolution, marquée par la disparition des crises TCG, la discrétion de
'ataxie cérébelleuse, la persistance de quelques myoclonies matinales non invalidantes
et la conservation de 'autonomie dans les taches quotidiennes.

L’EEG du 17/06/2008 montrait un rythme théta de 6 c/sec peu structuré, polymorphe
et ample de répartition diffuse sur tout le scalp. La réaction d’arrét visuel était
partielle et 'hyperpnée (HPN) ne modifiait pas considérablement le tracé. La SLI
suscitait dés les basses fréquences, des décharges de pointes, PP et PPO de moyen
voltage, bilatérales et synchrones (Figures 33 a et b). Par ailleurs, son IRM cérébrale

était normale.
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Figure 33 a et b: Tracé EEG de lI'individu EPI-ORA-BEL-11-07
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I1-10 est née le 28/01/1984 a Oran. Sa mére rapporte une enfance sans problémes
de santé ni retard du développement. La maladie s’est manifestée chez elle a 'age de
neuf ans par des myoclonies massives des quatre membres occasionnant des chutes
fréquentes et traumatisantes, et des crises TCG quasi-quotidiennes. Elle était suivie en
pédiatrie et mise sous Valproate® et Clonazépam®. L’évolution fut marquée par la
recrudescence des crises et l'installation de troubles de l’équilibre invalidants. Son
enregistrement EEG intercritique était trés perturbé par des décharges de PPO
généralisées occupant la quasi-totalité du tracé, mais son imagerie cérébrale était
normale. Elle est décédée le 23/05/1998 suite a un état de mal épileptique.

La meére ainsi que les collatéraux (individus 1-02, 11-01, 11-02, 11-03, 11-04, I1-05, II-
06, 11-09 et 1I-11) sont indemnes de toute pathologie. Ils ont tous bénéficié d’examen
neurologique et d’enregistrements électroencéphalographiques qui se sont révélés

normaux.

3.1.2. Famille EPI-ORA-BER

Cette famille est originaire de Sidi Ali, une commune de la wilaya de Mostaganem,
anciennement appelée Cassaigne pendant la colonisation francaise. Il s’agit de la
troisieme commune la plus peuplée de la wilaya de Mostaganem. Selon le recensement
général de la population et de I'habitat en 2008, la population de la commune de Sidi Ali
est estimée a 37 230 habitants3°. Tous les ascendants de cette famille, jusqu’a la 7eme
génération sont originaires de cette méme région géographique et conservent une
préférence pour les mariages consanguins (Figure 34). La aussi, la transmission de la
maladie est clairement autosomique récessive, étant donné que les individus atteints
appartiennent a la méme génération, et qu’ils sont issus de parents indemnes,

apparentés au premier degré.

i/Sidi Ali Mostaganem. mise a jourle 16/01/2016
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Figure 34: Pedigree de la famille EPI-ORA-BER

L’individu II-01 est le cas index. Il est né le 24/03/1982 a Oran, issu d'un mariage
consanguin au 1er degré. Ses parents rapportent un développement psychomoteur
normal, et une enfance sans problemes de santé. Il a quitté les bancs de I’école apres 5
années d’études en raison de difficultés d’apprentissage (lecture et calcul), et est
actuellement célibataire et sans profession.

Sa maladie s’est manifestée de fagon insidieuse a 1'age de 11 ans par des myoclonies
d’action survenant avec prédilection le matin au réveil. Ces myoclonies étaient
également déclenchées par différents stimuli sensoriels. Il a présenté sa premiére crise
TCG a 'age de 13 ans, suivie deux années plus tard de troubles de 1'équilibre. Au début,
son pédiatre lui a prescrit un traitement a base de Carbamazepine® 400mg durant 03
mois avec aggravation du tableau clinique; les crises TCG étaient devenues plus
fréquentes, l'ataxie s’était accentuée occasionnant des chutes fréquentes et les
myoclonies étaient quasi-permanentes.

Il s’est présenté au service de Neurologie du CHU d’Oran le 17/03/2003, adressé par son
meédecin de famille. L’examen retrouvait alors un syndrome cérébelleux avec dysarthrie,

tremblement intentionnel génant I'écriture, et discrete ataxie statico-cinétique.
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Son premier EEG de veille datant du 30/04/2003, montrait une activité spontanée faite
d’'un rythme théta de 6-7 c/sec, bien structuré, normovolté, diffusant sur tout le scalp
d’une facon synchrone et symétrique ; I'HPN déclenchait quelques bouffées de PO et PPO
généralisées (3-4 bouffées) breves et de faible amplitude. Ces anomalies étaient
accentuées par la SLI. Le dernier EEG du 07/12/2015: retrouvait les mémes anomalies
(Figure 35). Par ailleurs, son imagerie cérébrale était normale.

Il a été mis sous Clonazépam® 2mg/j et Valproate de sodium® 1000mg/j. L’évolution
fut marquée par la disparition des crises TCG, la derniére remontant a 2004, avec
stabilisation des myoclonies. Aux derniéres nouvelles (13/01/2016), le patient était

toujours autonome et menait une vie sociale normale.
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Figure 35: Tracé EEG de l'individu EPI-ORA-BER-1I-01

[I-06 est née le 16/01/1990 a Oran. Elle est célibataire, a fait 6 années d’études,
et est actuellement sans profession. Son développement psychomoteur est décrit comme
normal par ses parents. Le début de ses troubles remonte a 1'age de 13 ans par des

myoclonies d’action quotidiennes occasionnant des chutes fréquentes avec lachage
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d’objets. Son examen neurologique est normal, ne retrouvant notamment pas de
syndrome cérébelleux ni déficit sensoriel.

Le premier EEG de veille dont nous disposons date du 21/07/2008 et montre une
activité de fond faite d'un rythme alpha de 8 c/sec, bien structuré, normovolté, diffus et
symétrique, interrompu par de breves bouffées de PO et PPO rapides de faible amplitude,
diffuses, synchrones et symétriques. L’HPN altere beaucoup plus le tracé mais la SLI ne
le modifie pas. Le dernier tracé EEG datant du 16/04/2015 ne différait pas du premier
(Figure 36).

L’'IRM cérébrale avec injection de gadolinium faite le 12/09/2013 était normale. La
patiente a été mise sous Lévétiracétam® 1000 mg/j et Valproate® 500 mg/j, avec
disparition des crises TCG et diminution de la fréquence des myoclonies qui ne

survenaient que le matin au réveil. Cette patiente est autonome et meéne une vie sociale

normale.
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Figure 36: Tracé de l'individu EPI-ORA-BER-11-06
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[I-07 est née le 20/05/1991 a Oran. Elle aussi est célibataire, a fait 6 années
d’études, et est actuellement sans profession. Aprés un bon développement
psychomoteur, elle présente depuis 1'age de 13 ans des myoclonies matinales rarement
suivies de crises TCG.

L’examen neurologique est normal. Le premier EEG datant du 16/04/2005 montre un
tracé comportant des décharges d’ondes lentes, PO et PPO de moyen et haut voltage
diffuses plus prononcées sur les régions frontales; ces anomalies sont exacerbées par
I'HPN et la SLI (Figure 37).

L’IRM cérébrale est sans particularités. La patiente a été traitée par Lévétiracétam® a

raison de 1500 mg/j avec disparition des crises grand mal et atténuation des myoclonies.

A M ey A @ f

Figure 37: Tracé EEG de l'individu EPI-ORA-BER-II-07

Les parents ainsi que les collatéraux (individus 1-01, I-02, [1-02, I11-03, I1-04, 11-05,
[1-09, 1I-10 et 1I-11) sont indemnes de toute pathologie. Ils ont tous bénéficié d’examen
neurologique et d’enregistrements électroencéphalographiques qui se sont révélés

normaux.

185




Mutations du gene EPM1 et épilepsie myoclonique progressive type 1

3.2. Résultats de I’analyse génétique par Southern Blot

Une analyse par Southern Blot a été effectuée chez les cas index des deux familles. Les
résultats ont été comparés a trois témoins sains et a un témoin muté hétérozygote
(Figure 38).

e Chez l'individu EPI-ORA-BER-II-01, une expansion homozygote pathologique de
la région instable du gene CSTB a été identifiée (expansion d’environ 30 unités
dodécamériques). Génotype : g.513685_513696[(30)];[(30)].

e Chez l'individu EPI-ORA-BEL-II-08, une expansion homozygote pathologique de
la région instable du gene CSTB a été mise en évidence (expansion d’environ 40

unités dodécamériques). Génotype: g.513685_513696[(40)];[(40)].
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A: control normal 1

B. Control muté hétérozygote
C. Control normal 2

D. Control normal 3

E: EPI-ORA-BER-II-01

F: EPI-ORA-BEL-II-08

A B CDEF

3.0kb

2.6kb

Figure 38: Résultats de I'analyse par Southern Blot

4. Discussion

4.1. Discussion des résultats cliniques, généalogiques et des modes de transmission

Les deux familles consanguines de cette étude sont originaires de deux petits
villages de la ville de Mostaganem. Cette ville est bordée par le littoral du bassin
méditerranéen, ou 'EMP1 constitue le type le plus courant d’épilepsie myoclonique
progressive. En effet, si la maladie est ubiquitaire, elle est plus fréquente dans certains
isolats géographiques tels que la Finlande et I'lle de la Réunion, ou dans certaines
populations a forte endogamie comme celles du Maghreb [453]. Ainsi, dans un isolat
avec prévalence élevée d'EMP1 et forte consanguinité a I'lle de la Réunion, Moulard et al
ont pu remonter a un fondateur unique, arrivé de France métropolitaine vers la moitié
du XVIlleme siécle [454]. La méme équipe a effectué une étude des haploypes du
chromosome 21 avec expansion des répétitions du dodécamere, et a retrouvé le méme
haplotype chez des nord africains et des scandinaves atteints d’EMP1, suggérant un
ancien effet fondateur commun dans ces deux populations, dont I'ancétre conducteur
aurait existé il y a environ 2500 ans (100 a 150 générations) [466]. Dans nos deux

familles, la transmission semble suivre un modele mendélien autosomique récessif. En
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effet, les individus atteints sont issus de mariages consanguins, leurs parents ayant des

ancétres communs sont donc probablement conducteurs de I'anomalie génétique.

L’age moyen de début est de 11.6 ans, ce qui est compatible avec la plupart des
études qui rapportent un début entre 6-15 ans avec un pic dans la tranche d’age 9-13
ans [231].

La maladie s’est manifestée de facon insidieuse par un myoclonus d’action chez
tous nos patients (100%). Ces myoclonies tres discretes au début, sont devenues
progressivement plus fréquentes, surtout au lever et lors des mouvements. Elles se sont
stabilisées au fil du temps chez quatre patients (80%), et sont devenues invalidantes,
occasionnant des chutes fréquentes, chez un seul patient (EPI-ORA-BEL-II-08), le
confinant au fauteuil roulant. Les crises TCG tendaient a disparaitre avec I’évolution de
la maladie chez cinq patients (83%). Nos résultats rejoignent ceux rapportés dans la
littérature. En effet, dans une cohorte suivie pendant 20 ans, Magaudda et al, ont
constaté la disparition des crises TCG apres les cinq premieres années et une
stabilisation des myoclonies apres les dix premieres années [230]. La sévérité des
myoclonies serait significativement associées a 'age de début et a la durée d’évolution
de la maladie [467].

L’ataxie cérébelleuse avec ou sans dysarthrie, était présente a des degrés
variables chez 3 individus de notre échantillon (50%) ce qui est compatible avec les
données de la littérature [230, 468]. En effet, une ataxie est généralement présente,
parfois difficile a évaluer en raison de l'intensité des myoclonies, pouvant s’associer a
d’autres symptémes cérébelleux, comme un tremblement intentionnel et une dysarthrie,
cette derniere pouvant représenter un handicap important pour les patients [453].

Chez nos patients, apres une évolution moyenne de 20 ans, nous n’avons pas
constaté de troubles cognitifs séveres ou de détérioration intellectuelle significative, ni
de troubles psychiatriques. En effet, et contrairement a d’autres épilepsies myocloniques
progressives, 'EMP1 ne comporte pas d’atteinte corticale, ce qui peut étre corrélé a
'absence d’évolution cognitive péjorative dans cette maladie [469]. En outre, si certains
patients présentent une déficience intellectuelle, le plus souvent 1égere, cette atteinte
n’est pas évolutive [453].

La sévérité du phénotype est hétérogene d’'une famille a 'autre et au sein de la

méme famille. Ainsi, dans la famille EPI-ORA-BER, les deux sceurs malades présentent
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un phénotype compatible avec une vie sociale normale (absence d’ataxie, rareté des
myoclonies et disparition des crises TCG), alors que le frere 1I-01 présente une ataxie
cérébelleuse avec dysarthrie et des myoclonies prédominant aux membres supérieurs
génant 'écriture. Par ailleurs, c’est dans la famille EPI-ORA-BEL que I'hétérogénéité
clinique intrafamiliale est la plus évidente, avec un individus encore autonome, un
deuxiéme avec ataxie invalidante et une sceur au phénotype sévere, décédée suite a un
état de mal épileptique. Il peut donc y avoir au sein d’'une méme famille des formes
mineures d’EMP1 sans la symptomatologie complete, et des cas présentant une « ataxie
myoclonique progressive » invalidante et des crises tonico-cloniques généralisées
fréquentes et pharmacorésistantes [470].

Le tracé EEG était perturbé chez tous nos patients (100%) ; il mettait en évidence
des décharges de pointes, PP et PPO généralisées, un discret ralentissement du rythme
de fond, avec ou sans photosensibilité. Ces anomalies ont été rapportées dans la plupart
des séries [471].

L’'imagerie cérébrale réalisée en début d’évolution était normale chez tous nos
patients, ce qui concorde avec les résultats des études antérieures qui ne rapportent pas
d’anomalies spécifiques a la neuroimagerie, hormis une discrete atrophie diffuse
pouvant étre constatée apres de longues années d’évolution. Par ailleurs, une
hyperostose frontale interne a également été rapportée chez des patients atteints

d’EMP1 [472].

4.2. Discussion des résultats de I’analyse par Southern Blot

Chez les deux cas index testés par Southern Blot, une expansion pathologique de
la région instable du géne CSTB a été identifiée a I'état homozygote (expansion d’environ
30 unités dodécamériques chez lindividu EPI-ORA-BER-II-01 et de 40 unités chez
I'individu EPI-ORA-BEL-II-08). Ces résultats sont compatibles avec le diagnostic
génétique d’épilepsie myoclonique progressive de typel. En effet, la maladie
d’Unverricht-Lundborg est liée a des mutations du gene de la cystatine B (CSTB:
NM_000100) cartographié sur le chromosome 21q22.3. Il s’agit d'un petit géne de 3kb
comportant trois exons d’une longueur de 297 pb, codant pour la cystatine B, une
protéine de 98 acides aminés dont le rdle principal est l'inhibition des cystéine-
protéases. Ce gene a été identifié en 1997 par I'équipe du Pr Stylianos Antonarakis, avec

laquelle nous avons collaboré pour I'étude génétique de nos familles [459, 473].
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La liaison de 'EMP1 au géne CSTB a été confirmée chez des patients d’origine
meéditerranéenne, francaise et maghrébine [474]. Le gene a été appelé EPM1 en tant que
premier gene identifié dans une EMP. L’anomalie la plus fréquente est une expansion
d’'un dodécamere (5’-CCCCGCCCCGCG-3’) dans la région promotrice de CSTB [459, 460,
475]. Les individus sains présentent un polymorphisme avec 2 ou 3 copies, alors que
ceux avec phénotype EMP1 sont porteurs d’alleles contenant au moins 30 répétitions.
L’expansion a I’état homozygote est constatée dans environ 90% des alleles, surtout en
présence d’un effet fondateur [454, 460].

A Tlinstar de la plupart des maladies avec expansion de triplets comme la maladie
de Huntington, il n'a pas été constaté de corrélation significative entre le nombre
d’expansions et I'dge de début ou la sévérité de la maladie [460, 476, 477]. Ces
caractéristiques cliniques pourraient donc étre influencées par des génes modificateurs
et/ou des facteurs environnementaux.

Les mutations ponctuelles sont beaucoup plus rares : une mutation ponctuelle
homozygote G4R a été constatée chez un patient marocain [459]. Les autres mutations
ponctuelles sont en général retrouvées chez des hétérozygotes présentant par ailleurs
I'expansion du dodécameére. Les mutations ponctuelles changent un seul acide aminé et

induisent des protéines tronquées [478] (Figure 39).

Figure 39: Structure de la protéine CSTB humaine [479]

A.représentation en ruban du complexe cystatine B (bleu)-papaine (gris).

B. site actif dans le type sauvage.

C. site actif dans le mutant G4R. Cette chaine latérale est en conflit stérique avec le site de liaison sur la
papaine, et est susceptible de réduire l'activité inhibitrice de la cystatine B.
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Une autre variante (EMPIB) a été récemment rapportée chez des familles
négatives pour la mutation du gene EPM1, avec des symptomes comparables. Ainsi, dans
une famille palestinienne consanguine, une mutation p.Argl04Gln du gene Prickle
drosophila, homolog of, 1 (PRICKLE1, OMIM 608500), connu aussi sous le nom de
REST/NRSF interacting LIM domain protein (RILP), a été identifiée sur le bras long du
chromosome 12 (12q12). Ce gene code pour une protéine de la voie de signalisation
WNT non canonique [479]. Par ailleurs, des mutation de Scavenger Receptor Class B,
Member 2 (SCARBZ ou LIMP2, OMIM 602257), situé sur le chromosome 12 et qui code
pour une protéine membranaire lysosomiale ont été décrites chez des patients avec le
syndrome myoclonus d’action/insuffisance rénale [463, 480].

Malgré la caractérisation de l'anomalie retrouvée chez la quasi-totalité des
patients présentant une EMP1, le mécanisme physiopathologique de la maladie est
encore obscur. Des modeles de rongeurs déficients en CSTB ont été mis au point : chez
les souris transgéniques, on a pu montrer que le déficit en cystatine B provoquait une
activation anormale de la cathepsine S, de la chaine C1qB du complément (C1gB), de la
bétaZ2-microglobuline, de la protéine gliale fibrillaire acidique (pGfa), de
I'apolipoprotéine D, de la fibronectine 1 et de la métallothionéine II, qui sont toutes
impliquées dans la protéolyse, I'apoptose, et 'activation gliale [481, 482]. La plupart des
modifications fonctionnelles associées aux diverses mutations décrites dans I'EMP1
semblent altérer effectivement la production de cystatine B, et ses fonctions associées
aux lysosomes [483]. Il pourrait donc s’agir d’'une nouvelle pathologie lysosomiale de

mécanisme indirect.

5. Conclusion

L’étude de ces deux nouvelles familles Algériennes consanguines atteintes d’'épilepsie
myoclonique progressive type 1 confirme les caractéristiques cliniques et évolutives
connues de cette affection et son lien avec les anomalies du géne EPM1. En dépit des
avancées de la recherche sur cette maladie, 'TEMP1 n’a pas encore dévoilé tous ses
secrets. En effet, plusieurs questions restent en suspens ; telles que le role du déficit en
cystatine B dans la survenue du tableau clinique caractéristique de la maladie, et les
facteurs incriminés dans la variabilit¢é phénotypique inter et intrafamiliale. La
caractérisation clinico-génétique d’autres familles consanguines multigénérationnelles

atteintes de MUL pourrait peut étre élucider ces énigmes.
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CHAPITRE VII : Variations du nombre de copies d’ADN et épilepsie

Résumé

Les variations du nombre de copies d’ADN (Copy number variants CNV) jouent un role
clé dans le déterminisme génétique de nombreux désordres neurodéveloppementaux
[484, 485]. Plusieurs études ont révélé que certains remaniements chromosomiques
étaient pourvoyeurs d’épilepsie [486-488], et que les nouvelles technologies telles que
I'’hybridation génomique comparative sur microréseau d’ADN (array-CGH) pourraient
contribuer a détecter des CNV pathogenes chez les individus épileptiques.

Cette étude a pour objectifs de décrire deux familles Algériennes ou le phénotype
épileptique est associé a d’autres troubles d’allure génétique, et de rechercher des CNV
au moyen d’une analyse du génome entier par array-CGH de haute résolution.

La premiere famille comporte neuf individus épileptiques dont deux présentent en plus,
une paraplégie spastique héréditaire complexe, et sept sont décédés d’'une facon
soudaine et inattendue (SUDEP). Dans cette famille, un seul CNV a été identifié en
7q21.12 impliquant le gene ABCBI, dont les polymorphismes ont été associés a la
résistance a certains médicaments antiépileptiques. La deuxieme famille comporte deux
individus atteints d’épilepsie myoclonique juvénile, un individu avec mouvements
anormaux et un autre avec déficience intellectuelle (DI) et syndrome dysmorphique.
Dans cette famille, six CNV différents ont été identifiés dont un en 22q11.21 chez

I'individu avec DI.

Mots clés: CNV, array-CGH, Duplication, Délétion, SUDEP, Paraplégie spastique

héréditaire.
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CHAPTER VII: Copy Number Variations in Epilepsy

Abstract:

Copy Number Variants (CNV) play a key role in genetic determinism of many
neurodevelopmental disorders [484, 485]. Several studies have shown the involvement
of chromosomal aberrations in genetic epilepsies [486-488], which could be identified
by new technologies such as Comparative Genomic Hybridization DNA microarray
(array-CGH).

This study aims to describe two Algerian families with epileptic phenotype and other
genetic disorders, and to seek for CNV associated with epilepsy, using high-resolution
array-CGH.

The first family includes nine epileptic individuals. Two individuals were diagnosed with
hereditary complex spastic paraplegia, and seven died suddenly and unexpectedly
(SUDEP). In this family, one CNV was identified in 7q21.12 involving the ABCB1 gene,
which polymorphisms have been associated with resistance to antiepileptic drugs. The
second family includes two individuals with juvenile myoclonic epilepsy, one individual
with movement disorders, and another with intellectual disability (ID) and dysmorphic
syndrome. In this family, six different CNV were identified including one in 22q11.21 in

individual with DI.

Key words: CNV, array-CGH, Duplication, Deletion, SUDEP, Hereditary spastic

paraplegia.
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1. Introduction

Aujourd’hui, la CGH array a supplanté le caryotype pour I'étude globale du génome en
offrant une résolution 10 a 500 fois supérieure et en donnant acces au contenu génique
de la région remaniée appelée variant du nombre de copies d’ADN (copy number
variants CNV), un terme introduit avec I'apparition de cette nouvelle technique [489]. Il
correspond a des variations quantitatives du génome d’un individu malade (délétions,
duplications, insertions ou remaniements complexes), en comparaison avec un génome

de référence, d’'une taille d'un kilobase a plusieurs mégabases [490, 491].

Les CNV ont été identifiés chez 8 a 17% des patients présentant une épilepsie associée
ou non a d’autres troubles neurodéveloppementaux, tels que la déficience intellectuelle
(DI) et les troubles du spectre autistique (TSA) [486, 487, 492, 493]. Bien que les CNV
pathogenes soit tres rares, certains ont été identifiés de facon récurrente chez des
patients épileptiques [494]. En effet, trois microdélétions sur les chromosomes 15q11.2,
15q13.3 et 16p13.1, sont présentes chez plus de 3% des patients avec épilepsie
généralisée génétique (EGG) et 1% des patients avec épilepsie focale [201, 495]. Le
premier CNV inclut le gene « Non imprinted in Prader-Willi/Angelman syndrome 2 »
(NIPAZ2), impliqué dans I'épilepsie absence de 'enfant dans la population chinoise [496].
Le deuxieme CNV comporte le géene CHRNA7 codant pour la sous-unité alpha7 du
récepteur nicotinergique a l'acétylcholine qui est considéré comme un gene candidat
pour le phénotype épileptique [130]. Le troisieme CNV inclut le gene Nude, A. Nidulans,
Homolog of, 1 (NDE1), connu pour son interaction avec le gene Lissencephaly Type 1
(LIS1), responsable d’anomalies du développement cortical [263]. Cependant, ces CNV
récurrents sont également retrouvés chez les apparentés sains, suggérant que leur
contribution aux maladies neuropsychiatriques est modeste et illustrant la complexité

de leur architecture génétique sous-jacente.

Un autre exemple de CNV associé a une énorme variabilité phénotypique est la
microdélétion/microduplication 16p11.2 réciproque, qui a été identifiée chez des sujets
avec différentes associations de DI, TSA, épilepsie, anomalies congénitales, et/ou obésité
[497]. Par ailleurs, le constat de CNV chez les patients présentant des phénotypes
épileptiques bien définis avait fourni les principaux indices pour l'identification de

plusieurs génes pathogenes, tels que Syntaxin binding protein 1 (STXBP1), Procadherin
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19 (PCDH19) ou Glutamate receptor, ionotropic, N-methyl-D-aspartate, subunit 2A
(GRINZ2A) [498, 499]. Ici, nous décrivons deux familles d’origine Algérienne comportant
plusieurs individus atteints d’épilepsie, et nous rapportons les résultats de recherche de

CNV par CGH array.

2. Matériel et méthodes

2.1. Analyses par CGH-array

Afin de mesurer les pertes et les gains de matériel génétique, une étude pangénomique
du nombre de copies d’ADN (CNV) a été réalisée chez tous les individus atteints et leur
apparentés sains. Pour cela, le kit Agilent Human Genome CGH Microarray Kit 244K
(Santa Clara, CA) a été utilisé. La puce a été scannée par un scanner Agilent DNA
microarray. Les données ont été obtenues par le programme Agilent Feature extraction

software 9, et analysées par le logiciel Agilent CGH analytics 3.4.

2.2. Analyses bioinformatiques par Genome Browsers

Afin d’interpréter les résultats générés par ces algorithmes, nous avons introduit les
données de cartographie dans la base de données NCBI Build Hg1940. Les CNV ont
ensuite été vérifiés grace a la base de données des Variants génomiques (DGV database)
qui utilise la version GRCh37/hgl19 du génome humain, et qui décrit un ensemble de
CNV « bénins » retrouvés chez des témoins sains dans différentes populations#l. Les CNV
retenus ont été analysés a partir des bases de données : UCSC (University of California in
Santa Cruz)*? et Ensembl?3, pour étudier les genes impliqués dans ces délétions et
duplications.

Nous avons également consulté la base de données OMIM pour définir la fonction des
genes et les phénotypes connus. Les CNV sélectionnés ont été recherchés dans la

littérature scientifique internationale a travers Pubmed#4, et dans la base de données

40 http://www.ncbi.nlm.nih.gov.mise a jour le 21/01/2016

41 http://projects.tcag.ca/variation/mise a jour le 03/02/3916
42 http://genome.ucsc.edu/mise a jour le 03/02/2016

43 http://www.ensembl.org/mise a jour le 03/02/3016
44 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed.mise a jour le 03/02/2016
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Decipher (Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans Using Ensembl

Resources)*>.
3. Résultats

3.1. Résultats de I'analyse clinique et généalogique

3.1.1. Famille EPI-ORA-FEL

Cette famille est originaire de l'ouest Algérien (Mascara du coté maternel et Ouled
Maallah du coté paternel, un petit village mostaganémois a 29km de Sidi Ali). Elle
compte neuf individus atteints d’épilepsie dont sept sont décédés de facon soudaine et
inexpliquée. Seuls les membres de la famille nucléaire, vivants au moment de I'étude, ont
bénéficié d’analyses génétiques par hybridation génomique comparative (array-CGH),

en 'occurrence les individus [-06, 1-07, 11-06, 11-08, 1I-10 et II-11 (Figure 40).

Legend
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Figure 40: Pedigree de la famille EPI-ORA-FEL

1

[-06, la mere de la probante, est née le 03 décembre 1952 a Benfriha, un petit
village a 30km d’Oran. Issue d’'un mariage non consanguin, de parents et fratrie non
épileptiques, ses deux sceurs (I-01 et I-03, Figure 40) sont décédées a I'age de 41 et 53
ans respectivement, suite a des néoplasies mammaires. En raison du recueil rétrospectif

des données, de l'indisponibilité des parents de cette patiente et de son niveau

45 https://decipher.sanger.ac.uk/mise a jourle 21/02/2016
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intellectuel bas, il nous a été difficile de retracer son historique et de préciser certains
caractéres relatifs a son enfance tels que le développement psychomoteur et les
antécédents de convulsions fébriles ou de crises néonatales. Néanmoins, cette patiente
rapporte un début des troubles vers l'age de 14 ans, par des crises d’épilepsie
vraisemblablement tonico-cloniques généralisées (TCG) survenant de fagon circannuelle,
pour lesquelles elle ne consultait que des guérisseurs et des marabouts.

Ce n’est qu’a I'age de 30 ans qu’elle a consulté un neurologue qui a initié un traitement
antiépileptique non précisé par la patiente.

Lorsqu’elle s’est présentée pour la premiere fois au service de Neurologie du CHU
d’Oran le 29/03/2010, elle était déja sous acide valproique® a raison de 500 mg/j et
n’avait pas convulsé depuis deux ans. L’examen neurologique était sans particularités.
Elle avait un enregistrement EEG datant de 2006 qui mettait en évidence des bouffées de
pointes ondes généralisées déclenchées par 'HPN, sur un rythme de fond de type alpha
(Figure 41). L’'imagerie cérébrale ne montrait aucune anomalie.

Actuellement en rémission, la patiente a été sevrée en janvier 2014, et est libre de crises
depuis 2009. Son dernier EEG de contréle datant du 13/12/2015, ne retrouvait aucune

anomalie électrique.

Figure 41: Tracé EEG de l'individu EPI-ORA-FEL-1-06
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[1-06 est la probante de I'étude. Elle est née le 27 Novembre 1977 a domicile. Ses
parents rapportent un retard du développement psychomoteur (marche a 05 ans et
langage a 06 ans). On note également dans ses antécédents une notion de reflux
alimentaires postprandiaux quotidiens depuis I'enfance. Sa maladie épileptique s’est
manifestée a I'age de deux mois par l'alternance de convulsions fébriles et de crises
apyrétiques d’allure TCG, trés fréquentes, pouvant atteindre deux a trois par jour. Elle
n'a consulté qu'a I'dge de 15 ans, et a été mise sous Phénobarbital® 100mg/j.
L’évolution fut marquée par la diminution de la fréquence des crises (2 a 3 par mois)
malgré la mauvaise observance du traitement. A I'age de 32 ans, elle a développé de
facon insidieuse une faiblesse musculaire des membres inférieurs qui s’est accentuée
progressivement jusqu’a la perte de la marche quelques mois plus tard.

Nous l'avons recue par le biais de l'urgence le 07/03/2009 pour un état de mal
épileptique. En raison du niveau socio-économique tres bas de cette famille, la patiente
avait arrété son traitement Phénobarbital® durant plusieurs jours.L’examen
neurologique réalisé a distance de I'épisode d’état de mal mettait en évidence une
déficience intellectuelle avec lenteur de l'idéation, labilité attentionnelle, écholalie et
atteinte profonde des capacités de jugement et de raisonnement. Nous avons constaté
aussi une paraplégie spastique avec reflexes ostéotendineux vifs, diffusés et
polycinétiques aux quatre membres et un signe de Babinski a gauche avec clonus
achilléen. Par ailleurs, une importante amyotrophie distale prédominant aux muscles
des pieds, des jambes et des interosseux des mains a été notée. L'examen de la
sensibilité et de la coordination était difficile en raison de la sévérité du retard mental.
Par ailleurs, nous n’avons pas relevé de troubles sphinctériens. L’examen cutané a mis
en évidence un vitiligo au niveau des pieds et des mains, et une accentuation de la
pilosité au niveau des avant-bras et des jambes. L’examen ophtalmologique était sans
particularités. L’examen orthopédique retrouvait des pieds creux, des doigts d’écrivain,
ainsi qu’'une scoliose dorsale.

L’EEG réalisé quelques jours apres son admission montrait des décharges de pointes
ondes multifocales sur un rythme de fond ralenti. ENMG des quatre membres était
normal, de méme que I'étude du liquide cérébrospinal. Une IRM cérébro-médullaire avec
injection de gadolinium a mis en évidence une atrophie cortico-sous corticale
hémisphérique gauche et une atrophie cérébelleuse a prédominance vermienne. Par

ailleurs, une atrophie médullaire cervicale a également été constatée (Figure 42). Nous
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avons complété le bilan par une échographie abdominale qui était normale et une
fibroscopie digestive qui a retrouvé une hernie hiatale.

La patiente est actuellement sous bithérapie (Phénobarbital® 100mg/j et Valproate®
1000mg/j) et présente deux a trois crises tonico-cloniques généralisées par mois,
probablement en rapport avec la mauvaise observance du traitement. Par ailleurs, nous
'avons mise sous inhibiteurs de la pompe a protons pour le reflux gastro-oesophagien et

nous avons préconisé des séances de kinésithérapie pour prévenir les attitudes

vicieuses.

Figure 42: IRM cérébro-médullaire de la probante I1-06

[I-01 est né le 12/05/1970 a domicile. Selon ses parents, il présentait des
convulsions fébriles a partir de I’age de 06 mois et des crises apyrétiques d’allure TCG a
partir de I'dge de 03 ans. Il n’a jamais consulté et n’a jamais bénéficié de traitement pour
ses crises. Il souffrait également d’'une déficience intellectuelle, raison pour laquelle il n’a
jamais été scolarisé. Il est décédé le 23/01/1986 au cours de son sommeil de fagon
soudaine et inexpliquée. Toutefois, nous ne savons pas si le déces est survenu suite a une

crise épileptique.

[I-02 est né le 16/12/1971 a Oran. L’accouchement s’est déroulé a domicile, sans

complications selon sa mere. A I'age de 01 mois, il a commencé a présenter de facon
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quotidienne des convulsions sans fievre. N'ayant jamais bénéficié de soins, il est décédé

subitement le 12/02 /1972, sans raison apparente.

[I-03 est né le 28/01/1973. Lui aussi est né a domicile et a commencé a présenter
des convulsions apyrétiques a 1'age de 03 mois. Selon les parents, les crises étaient
quasi-quotidiennes. Malgré cela, il n’a jamais bénéficié de soins médicaux. Il est décédé a

'age de 04 mois (le 03/05/1973), sans raison apparente ni lien avec les crises.

[1-04 est né le 22/07/1974 a domicile. Selon son dossier médical que nous avons
récupéré aux archives de I'Etablissement Public Hospitalier Nekkache Mohamed Seghir
(ex Mohgoun), il a consulté une seule fois a I'dge de 10 ans pour des crises épileptiques
survenant de facon hebdomadaire depuis I'dge de 06 mois, sur un terrain de déficience
intellectuelle. Un traitement a base de phénobarbital® 50 mg/j lui a été prescrit mais
pour des raisons financieres, le patient n’a jamais pris ce traitement. Il a continué a
présenter des crises jusqu'a l'age de 23 ans. Il est décédé durant son sommeil le

13/05/1997, sans aucun stigmate de crise selon ses parents.

[I-05 est née le 10/08/1975 au domicile parental. Les convulsions fébriles ont
commencé a 'age de 03 mois et les crises apyrétiques a 1'age de 01 an. Elle aussi n’a
jamais été traitée et est décédée a lI'age de 09 mois suite a une crise convulsive

apyrétique.

[I-07 est né le 23/02/1980 a domicile. La maladie s’est manifestée chez lui a I'age
de 04 mois, marquée par I'alternance de convulsions fébriles et de crises apyrétiques. Ne
bénéficiant d’aucun traitement, il est décédé durant son sommeil a I'age de 15 mois suite

a une crise sans fievre.

[I-09 est née le 17/02/1985 a domicile. Selon ses parents, elle présentait une
surdi-mutité, une déficience intellectuelle, un retard a la marche qui a été perdue
progressivement a 1'age de 7 ans avec conservation d’une attitude en flexion des
membres inférieurs. Elle présentait également des troubles sphinctériens a type
d’'incontinence urinaire. Les premieres convulsions se sont manifestées a 'age de 10

mois, non accompagnées de fieévre. Jamais traitée, cette patiente présentait des crises bi
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ou trimensuelles d’allure TCG. Elle est décédée a I'age de 11 ans le 08/02/1996 suite a

une crise convulsive.

Les individus [-07, II-08, 1I-10 et II-11 ont tous été évalués au service de
Neurologie du CHU d’Oran. Ils ont bénéficié d’examens morphologique, neurologique,
psychiatrique, et d’enregistrements électroencéphalographiques. Ils sont indemnes de

toute affection neuropsychiatrique.

3.1.2. Famille EPI-ORA-KHE

Tous les ascendants de cette famille, jusqu’a la 5éme génération sont originaires de
Douar Guires, prés de Rahouia, une des 42 communes de la wilaya de Tiaret. Ce petit
village est situé a 35km au nord-ouest de Tiaret et s'étend sur une superficie de
27.554 ha. D’aprés le dernier recensement de la population en 2008, la commune
compte 24.983 habitants#6. Cette famille compte deux individus épileptiques issus d'un

mariage consanguin au premier degré (Figure 43).

46 http://www.ons.dz/mise a jour le 19/01/2016
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Figure 43: Pedigree de la famille EPI-ORA-KHE

[I-02 est le probant de I’étude. Il est né le 10/02/1971 a Rahouia, a domicile. Issu
d’'un mariage consanguin au premier degré, il a un niveau de six années d’études et
occupe un poste de vendeur dans un centre commercial. Il est marié et pere de deux
enfants en bon état de santé. Dans ses antécédents, on reléve des épisodes fréquents de
coliques néphrétiques.

Le début de sa maladie épileptique semble remonter a I'dge de 16 ans par I'apparition de
myoclonies des quatre membres a prédominance proximale, sans trouble de la
conscience, précédant parfois une crise généralisée tonicoclonique. Ces myoclonies
étaient plus fréquentes le matin peu apres le réveil, et occasionnaient des chutes avec
lachages d’objets. Des absences rares et breves ont été rapportées par I’entourage. Les
crises myocloniques étaient déclenchées par le manque de sommeil, la consommation
d’alcool, le calcul, le jeu, mais aussi la lecture et la stimulation lumineuse naturelle.

Ce patient est suivi au service de Neurologie du CHU d’Oran depuis le 13/03/2000. Ses
examens morphologique, neurologique et psychiatrique n’ont révélé aucune anomalie.

L’EEG retrouvait de breves décharges de pointes ondes et de polypointes ondes
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généralisées activées par '’hyperpnée et la SLI, sur un rythme de fond alpha (Figure 44).
L’IRM cérébrale avec injection de gadolinium était normale. Le patient a été traité par
Valproate de sodium® a raison de 500 mg/j avec évolution favorable. Sa derniére crise

remonte a janvier 2012.

Figure 44: Tracé EEG de l'individu EPI-ORA-KHE-II-02

[I-06 est née le 10/06/1979 a domicile. Ses parents rapportent une enfance sans
évenements pathologiques et un niveau de 9 années d’études.
Le débutremonte a I'Age de 17 ans par des crises TCG avec morsure de langue et
émission d’urines survenant surtout la nuit avec une fréquence de 2 a 3 crises/mois. Elle
signalait également des absences et des myoclonies des membres supérieurs survenant
sans horaires fixes. Elle ne s’est présentée a notre service que trois années plus tard (le
30/10/1999), car elle ne consultait que des guérisseurs.
L’examen neurologique et I’évaluation psychiatrique ainsi que I'examen morphologique
ne relevaient aucune anomalie. L’examen cardio-vasculaire complété par un ECG et une
échographie cardiaque était normal.
Le tracé EEG était de rythme alpha (8 c/sec) parfois encoché de pointes et polypointes

de topographie postérieure, entrecoupé de breves bouffées de P, PO et PPO amples et
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parfois incisives diffuses. Ces éléments étaient accentués par I'’hyperpnée et la SLI
(Figure 45).La patiente a été traitée par Valproate® 500mg/j avec diminution
considérable de la fréquence des crises, la derniere remontant a 2006. L'IRM cérébrale

réalisée en décembre 2012 était sans particularités.

Figure 45: Tracé EEG de l'individu EPI-ORA-KHE-II-06

[I-07est né le 09/03/1982 a I'hopital. Il a prononcé ses premieres syllabes a I'age
de 06 ans et a marché a I'age de 07 ans. Il n’est pas épileptique mais souffre de retard
mental avec langage puéril et voix nasonnée, ainsi qu’'un retard statural. Il est suivi au
service d’endocrinologie pour hypothyroidie découverte a la naissance, actuellement
sous 175ug/j de 1évothyroxine sodique®.

Lorsque nous l'avons vu en consultation le 19/11/2014, l'examen neurologique
retrouvait une hypotonie des quatre membres portant sur la passivité et I'extensibilité
sans déficit sensitivomoteur ni abolition des reflexes ostéotendineux. L’examen

morphologique mettait en évidence une petite taille, un visage long et étroit, un
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rétrognathisme, des oreilles décollées et des doigts boudinés. Par ailleurs, I'examen n’a
retrouvé ni fente labiale ou palatine, ni anomalies anales (atrésie ou malposition).

L’examen cardiovasculaire était sans particularités, de méme que I'ECG et 'échographie
cardiaque. Nous avons complété le bilan par une échographie abdomino-pelvienne, un

EEG et une IRM cérébrale qui étaient sans particularités.

[-02 est la mere des trois individus décrits plus haut. Elle est née le 25/05/1953 a
Rahouia. Elle présente depuis janvier 2010 des mouvements anormaux a type de
dystonie généralisée prédominant au niveau des mains, des épaules et de la face, sans
notion de prise de neuroleptiques. L'examen neurologique ne retrouve aucun signe

associé et 'EEG est sans particularités (Figure 46).

Figure 46: Tracé EEG de l'individu EPI-ORA-KHE-1-02

Un scanner cérébral avec injection de produit de contraste réalisé le 19/12/2012 a mis
en évidence une atrophie corticale diffuse modérée, confirmée par I'lRM cérébrale. Un
traitement par L-dopa a été initié avec une discrete amélioration des symptomes.
L’évaluation psychiatrique a relevé un syndrome anxio-dépressif pour lequel elle a été

mise sous Paroxétine® 20mg/j et Prazépam® 10mg/j avec stabilisation des troubles.
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3.2. Résultats des analyses génétiques de recherche de CNV par CGH-array

3.2.1. Famille EPI-ORA-FEL

Chez la mere de la probante au phénotype épileptique (I-06), une duplication
mesurant 141.610 pb a été identifiée sur le bras long du chromosome 7 (7q21.12), dans

sa bande cytogénétique 87250226-87391835 (Figure 47).
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Figure 47: Représentation graphique du segment dupliqué 7q21.12

Selon la base de données de I'Université de Californie a Santa Cruz#4’, ce CNV

contient deux genes (Figure 48) :

47 JCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly
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- Le gene Adenosine Triphosphate-Binding Cassette B1(ABCB1), également connu

sous I'acronyme MDR1 (Multi-Drug Resistance gene).

- Le gene RUN domain containing protein 3B (RUNDC3B), également appelé Rap2-
Interacting Protein 9 (RPIP9).

Par ailleurs, aucun CNV n’a été identifié chez la probante au phénotype
d’épilepsie, convulsions fébriles, paraplégie spastique et déficience intellectuelle, ni chez

les individus sains testés (I-07, 11-08, II-10 et [1-11).

3l 5 i  hald
CCOTINE 1 e B O e 0 T I T e T O e
UGSt Geres (Refdn, Gerbank, (CD8, o, S & Consanative Genonics)

ki |
fECEt J
FLACLCS
FUAELCS
FUACCS
FUAELCS

f= = ==

I |
1 I
1 |
1 ]

RMDC3E

efiey Benies
Gl

AL { o] |
RN
AL

Figure 48: Région dupliquée en 7q21.12 sur UCSC*

3.2.2. Famille EPI-ORA-KHE

- Individu I-02:

Une délétion interstitielle de 2kb a été identifiée sur le bras long du chromosome
20g13.13, dans sa bande cytogénétique: 48.808.156-48.810.179 (Figure 49). Cette
région contient le gene C/enhancer binding protein beta: CEBPB (OMIM : *189965)
(Figure 50).

48 https://genome.ucsc.edu.mise a jour le 18/01/2016
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Figure 49: Résultats de I'analyse par CGH-array chez l'individu EPI-ORA-KHE-1-02

211




Variations du nombre de copies d’ADN et épilepsie

[®
0]

20: 48808156-48810179, 2.02 Kh ScatterPlot 7 - v

| CMI_252208033690_501_CGH_107 Sep0d_1_1 |‘ Hs_hg19_Chiv_20120403

4 -3 -2 -1 [ 1 2 E a |

q13.13_]

48,8051 Mb

48,8086 Mo
|

43,6095 Mb
|

43,5101 Mb

Figure 50: Représentation graphique du géne localisé dans le segment délété
20q13.13

- Individu 11-02 :

Une duplication mesurant 223.654pb, identifiée sur le bras court du chromosome
Xp11.22 au niveau de sa bande cytogénétique 53.430.723-53.654.376, est présente chez
le probant (Figure 51). Ce CNV contient des génes de la famille micro ARN (Figure 52):

e Structural maintenance of chromosomes 1A (SMC1A)

e RIB43A domain with coiled-coils 1 (RIBC1)

e Hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 10 (HSD17B10).

e HECT, UBA and WWE domain containing 1 (HUWET)

e MicroRNA 98 (MIR98)

e MicroRNA LET-7F-2 (MIRLET7F2)
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Figure 51: Résultats de I'analyse par CGH-array chez l'individu EPI-ORA-KHE-11-02

213



Variations du nombre de copies d’ADN et épilepsie

@2 ¥: 52553915.54307530, 1.75 Mb SoatterPlat ¥ A Y
[ CMU_752206033690_501_CGH_107_Sepld_1 2 4 Ha_hg 9_CHY_201 20403
EE) -2 Bl [ 1 z 3 4 ‘
g 1122 ; . -
7 a a
I i W2
A2 W
= LI & P A
T o
= s 7 <
= .'f( a Iér: _<( ,:<<
LR WO
ra E L P
= - g &
R s o
a - % - %
N a
&
¢ . A
2 i - an )t
— — E !
: a2 a
E \\_ . I.
E \: [y ll’j(..'
I < U ks "
" LS
is & & < N
| = = K
. o \- . i
: G s Sl
o w ¥ Ll
& Al
2 | & : : e
Ny
= FoE
@ =
L q‘gﬁi.
o
L QI-\
i)
= .
L] i
S
4 >

Figure 52: Représentation graphique des géenes localisés dans le segment dupliqué
Xp11.22

Individu 11-06 :

- Une délétion a été identifiée sur le bras court du chromosome 8p23.1 dans sa bande
cytogénétique 4.939.824-9.353.839. Ce CNV mesure 4.414.016 pb et contient plusieurs
genes (Figure 53) :

e Microcephalin 1 (MCPH1)

e 1-Acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 5 (AGPATS)

e Defensin, alpha 4 (DEFA4)

e Angiopoietin 2 (ANGPTZ2)

e Protein phosphatase 1, regulatory subunit 3B (PPP1R3B)
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Figure 53: Représentation graphique des genes localisés dans le segment délété
8p23.1

- Une autre délétion mesurant 1.1Kb a été identifiée chez cette patiente sur le bras long
du chromosome 14q13.2 dans sa bande cytogénétique : 35.870.998-35.872.162.

Ce CNV abrite le géne Nuclear Factor of Kappa Light Polypeptide gene enhancer in B-
cells inhibitor, alpha (NFKBIA).

Individu 11-07 :

- Une délétion mesurant 3.1 Mb a été identifiée sue le bras long du chromosome
13q12.13 dans sa bande cytogénétique 25.743.062-25.746.170. Ce CNV contient un seul
gene : APC membrane Recruitment protein 2 (AMERZ2) (Figure 54).
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Figure 54: Représentation graphique du géne localisé dans le segment délété
13q12.13

- Une duplication en mosaique mesurant 2.5Mb a été identifiée sur le bras long du
chromosome 22q11.21 dans sa bande cytogénétique 18.937.937-21.407.690. Ce CNV
contient plus de 30 genes (Figure 55) dont la plus part sont impliqués dans le syndrome
de DiGeorge tels que:

e DiGeorge syndrome critical region gene 5 (DGCRS5)

e DiGeorge syndrome critical region gene 2 (DGCRZ2)

e C(lathrin-heavy chain-like 1 (CLTCL1I)

e Catechol-O-methyltransferase (COMT)

e T-box1 (TBX1)

e C(laudin 5 (CLDN5)
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Figure 55: Représentation graphique des génes localisés dans le segment dupliqué
22q11.21

4. Discussion

L’avénement de la technique de CGH-array a révolutionné la génétique humaine en
mettant en évidence des remaniements chromosomiques chez des individus présentant
des troubles neurodéveloppementaux [485]. Mais encore faut-il savoir interpréter
'avalanche de résultats générés par cette technique. En effet, les CNV rares, nouveaux ou
non récurrents nécessitent une interprétation rigoureuse pour déterminer leur
pathogénicité ou leur bénignité. Si ces CNVs non récurrents sont de novo, alors la chance
qu'ils soient pathogenes est élevée, surtout si I'analyse in silico des genes au sein de la
microdélétion suggere leur implication dans le phénotype de la maladie. Par contre, si
ces CNVs sont retrouvés dans la famille, c’est le phénotype du parent porteur qui oriente

au mieux l'interprétation de la pathogénicité [500].

L’interprétation d'un CNV requiert une recherche bibliographique et dans les bases de
données des patients, de rapports concernant des CNVs similaires ou chevauchant chez

des individus atteints. Tout aussi importante est la consultation des bases de données
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de témoins sains ainsi que les études publiées pour déterminer la fréquence de
chevauchement des CNVs chez les individus sains [501, 502]. Enfin, le mode
d'expression, la fonction, et I'association a d’autres maladies, le cas échéant, de chaque

gene affecté par le CNV doivent étre considérés [503].

Pour pallier a ces difficultés d’interprétation, des critéres ont été établis afin de mieux
appréhender la distinction entre CNV bénins et pathogenes [504] (Tableau 22). Nous
avons tenu compte de ces recommandations pour interpréter les résultats générés par

CGH array dans les deux familles décrites ci-dessus.

Tableau 22: Criteres de distinction entre CNV bénins et pathogénes [504]

Criteres majeurs CNVs pathogénes | CNVs bénins

- CNV hérité d’'un parent sain v
- CNV hérité d’'un parent malade v
- Présence d'un CNV similaire chez un apparenté sain v
- Présence d'un CNV similaire chez un apparenté malade v
- CNV répertorié dans les bases de données d’individus sains (ex : v/
dgv.db)
- CNV répertorié dans les bases de données d’individus malades (ex : 4
DECIPHER)

- CNV contenant des génes morbides rapportés par OMIM
- CNV riche en genes

- CNV pauvre en génes 4

AN

Critéres mineurs

- CNV est une délétion v
- CNV est une duplication v
- Taille du CNV> 3Mb v
- CNV dépourvu d’éléments régulateurs v

4.1. Discussion des résultats de la famille EPI-ORA-FEL

4.1.2. SUDEP : Y aurait-il une prédisposition génétique ?

L’élément qui a attiré notre attention dans cette famille, c’est le nombre d’enfants
décédés sans cause évidente. En effet, sept individus de la famille nucléaire sont décédés
de facon soudaine et inattendue suggérant un SUDEP (Sudden Unexpected Death in
Epilepsy). On parle de SUDEP lorsque le déces survient chez un épileptique, sans
pathologie causale, en dehors d'un état de mal épileptique, et sans qu'il soit la
conséquence d’'une cause accidentelle ou d’un suicide [505, 506]. La majorité des SUDEP

apparait suite a une crise d’épilepsie mais n’en est pas la conséquence directe [507-510].
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Le risque de SUDEP dans la population pédiatrique est tres faible, et les mécanismes qui
le sous-tendent ne sont pas encore bien élucidés [511]. Chez I'adulte, le risque est estimé
a 0,4% en cas d’épilepsie réfractaire. Ce risque est accru par un age de début précoce,
par la présence de crises TCG fréquentes, par I'absence de traitement anti-épileptique
reflétant une mauvaise observance, ou au contraire, par la prise d’'une polythérapie,
témoin indirect de la sévérité de la maladie [38, 41-44, 512]. Tous les individus décédés
de cette famille nucléaire étaient exposés a ces facteurs de risque. Cependant, la
fréquence élevée de déces inattendus et de cause indéterminée dans cette famille
nucléaire, laisse supposer une susceptibilité génétique au SUDEP. L’individualisation de
facteurs génétiques impliqués dans le SUDEP est une notion récente [513, 514]. En effet,
une étude d’association pangénomique récente a identifié cinq génes candidats
significativement associés au SUDEP : le gene sodium channel, neuronal type 1, alpha
subunit (SCN1A) dont 'effet pléiotropique est sous l'influence de facteurs modificateurs
[515], le gene Leucin rich glioma inactivated type 1 (LGI1), le géne structural
maintenance of chromosomes 4 (SMC4), le géne collagen, type 4, alpha-3 (COL6A3), et le
gene tyrosine kinase with immunoglobulin and EGF factor homology domains 1 (TIE1)
[516]. Une autre étude a incriminé des mutations du géne proline-rich transmembrane
protein 2 (PRRTZ2), déja mis en cause dans les convulsions familiales infantiles bénignes,
dans la dyskinésie paroxystique kinésigénique et dans la migraine [517-519]. Par
ailleurs, une étude récente suggere I'implication d’'un dysfonctionnement de sous-unités
de canaux potassiques dans la physiopathologie du SUDEP [520]. Malheureusement,
aucun des sept individus décédés de cette famille n’a bénéficié d’autopsie ni d’analyses
génétiques permettant de relier le déces a un de ces polymorphismes. Des prélevements
sanguins ou tissulaires devraient faire partie intégrante de 1'examen post mortem de
tout épileptique décédé sans cause évidente. Ceci permettrait d'approfondir nos

connaissances sur les bases génétiques du SUDEP.

4.1.2. Epilepsie et paraplégie spastique héréditaire

Aucun CNV n’a été identifié chez la probante (II-06) qui présente en plus de
I'épilepsie, une paraplégie spastique, une déficience intellectuelle, un syndrome
dysmorphique, un reflux gastro-oesophagien et une atrophie cérébelleuse. Ce tableau
clinique est compatible avec une paraplégie spastique héréditaire complexe. Etant

donné que les parents [-06 et [-07 n’expriment pas ce phénotype, et que la transmission
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est horizontale (paraplégie spastique probable chez la sceur décédée I1I-09, qui
présentait en plus, un retard du développement psychomoteur, une surdité et des crises
d’épilepsie), 'hypothése d’une transmission autosomique récessive est envisageable.
Toutefois, une transmission autosomique dominante avec pénétrance réduite ne peut
étre écartée, car le tableau de paraplégie spastique héréditaire (PSH) peut se manifester
a un age tardif.

Les PSH également appelées «maladies de Striimpell-Lorrain» sont des
affections neurodégénératives génétiquement déterminées, caractérisées par une
spasticité progressive et une faiblesse musculaire des membres inférieurs [521]. A ce
jour, plus de 76 loci différents et 59 génes ont été identifiés, dont les mutations se
transmettent selon tous les modes de transmissions connus [522]. Cette hétérogénéité
génétique pourrait expliquer la grande variabilité inter- et intrafamiliale concernant
'dge de début de la symptomatologie clinique, la rapidité de progression et le degré de

sévérité du handicap [523]. Deux formes ont été individualisées :

- Les PSH pures limitées a l'atteinte pyramidale des membres inférieurs et
transmises habituellement sur un mode autosomique dominant ;

- Les PSH complexes qui associent d’autres signes neurologiques, extra-
neurologiques ou systémiques (ataxie cérébelleuse, retard mental, signes
extrapyramidaux, épilepsie, neuropathie périphérique, surdité, ichtyose, atteinte
cognitive, atrophie optique, rétinite pigmentaire, cataracte etc.) [521, 524-527]. Ces
formes sont généralement transmises de facon autosomique récessive (TAR) surtout en
présence d'une consanguinité parentale témoin d’'un effet fondateur [528, 529], mais
I'absence de cette derniere n’exclut pas I'hypothese de TAR [530]. De plus, certaines
anomalies sur I'[RM cérébrale, comme une atrophie du corps calleux, des hypersignaux
de la substance blanche (SB), ou une atrophie cérébelleuse font aujourd’hui partie des
signes faisant classer les PSH en formes compliquées [531-533].

En Algérie, plusieurs familles avec PSH ont été identifiées et caractérisées
génétiquement. Ainsi, dans une cohorte de 70 familles, Kediha et al. ont mis en évidence
une légere prédominance des PSH complexes de TAR avec prévalence des formes SPG11
et SPG15 [534]. Dans ces formes, I’age de début était plus tardif mais 1'age de perte de la
marche plus précoce que dans les PSH pures. Dans une autre étude portant sur 25

individus avec PSH appartenant a 14 familles originaires de I'Est Algérien, des mutations
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des genes SPG11 et ZFYVE26 (SPG15) ont été identifiées, témoignant de la fréquence de
ces mutations dans la population Algérienne [535]. Les mutations de ces deux genes ont
également été rapportées dans la population Tunisienne ou la prévalence de la PSH est
estimée a 5.75/100.000 [536].

La coexistence d'une paraplégie spastique et d’'une épilepsie chez plusieurs
membres d'une méme famille n’est pas fortuite, et reflete probablement I'effet
pléiotropique d'un ou de plusieurs génes mutés [537]. En effet, dans sa description
princeps de la PSH en 1880, Strumpell avait rapporté une famille avec paraplégie
spastique et épilepsie [538]. Plus d’un siecle plus tard, des études familiales sont venues
conforter I'’hypothése d'une susceptibilité génétique commune a ces deux affections
[539-541].

Notre cas index présentait en plus de la paraplégie spastique un reflux gastro-
oesophagien et une amyotrophie distale. Un phénotype similaire a été décrit dans une
famille Italienne étiquetée SPG9, avec en plus, une cataracte bilatérale. Dans cette famille,
I'anomalie génétique a été liée a un locus situé sur le bras long du chromosome 10, dans
la bande cytogénétique q23.3-q24.2, une région déja incriminée dans plusieurs troubles
neurologiques [542]. Par ailleurs, des vomissements secondaires a une hernie hiatale
ont été décrits dans les formes SPG29 dont le géne a été localisé en 1p31.1-21.1 [543].

L’ENMG de la probante était normal et son IRM mettait en évidence une atrophie
cérébrale, cérébelleuse et médullaire cervicale, sans atrophie du corps calleux ni
hypersignaux de la substance blanche. Pensato et al ont rapporté un cas de SPG35
d’origine Marocaine avec retard mental et atrophie cérébrale et cérébelleuse sans
anomalies a 'ENMG ; ce gene a été identifié et localisé en 16q23.1 [524].

Ainsi, nous pouvons constater un chevauchement des spectres phénotypiques
des PSH pouvant expliquer la variabilité intra- et interfamiliale décrite précédemment
dans des familles de PSH compliquées d'épilepsie et/ou de retard mental [541]. Une
étude par séquencage exonique est en cours chez cette famille a la recherche de

mutations des genes responsables de PSH.

4.1.3. Duplication 7q21.12
Ce CNV a été identifié chez la mere de la probante au phénotype d’épilepsie généralisée

idiopathique isolée. Cette région chromosomique contient deux genes :
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- Le géne ABCB1 (MDR1) est situé sur le bras long du chromosome 7. Il a une taille
de 200 kb et comporte 29 exons [544]. Il code pour la glycoprotéine P (P-gp) qui
comporte 1280 acides aminés (environ 170 kDa) [545, 546], exprimée essentiellement
par lintestin, le foie, les cellules hématopoiétiques, le rein, la barriere hémato-
encéphalique et les testicules [547-549]. Cette protéine agit en tant que pompe ATPase,
capable d’expulser grace a I'énergie fournie par 'ATP, des substrats spécifiques [550].
Ces substrats sont soit des molécules endogénes comme les hormones, ou des
substances exogenes telles que les xénobiotiques [546, 551]. Ainsi, P-gp influence
la biodisponibilité de nombreux médicaments, par le pompage de ceux-ci vers la lumiére
du systéme digestif [552-556].

Les polymorphismes du gene MDRI n’ont pas été associés a I'épilepsie mais a la
résistance aux médicaments antiépileptiques [557-561]. Ainsi, Siddiqui et al ont
retrouvé une association significative entre le génotype CC au polymorphisme C3435T
du gene ABCBI1 et la résistance aux antiépileptiques dans une population Britannique
[562]. Seo et al ont démontré que ce méme polymorphisme était associé a une
résistance a la Carbamazépine® dans une population Japonaise [563]. Récemment, une
autre équipe a démontré l'association de ce SNP a la résistance au phénobarbital® dans
une population Thailandaise [564]. Par ailleurs, ce polymorphisme ne semble pas
conférer une résistance au Valproate® [565]. Ceci est compatible avec la pharmaco-
sensibilité au Valproate® observée chez notre patiente, d’ou l'intérét de compléter

I'investigation par un séquencage de haut débit a la recherche de ce polymorphisme.

- le deuxiéme gene RUNDC3B (RUN domain containing 3B) ou RPIP9 est situé sur
le chromosome 7 en chevauchement avec le gene MDRI, les deux promoteurs de ces
genes étant espacés de seulement 27.5 kb. Le gene RPIP9 comporte 12 exons et son
ARNm (numéro d’accession NM138290) code pour une protéine de 52.8 kDa
comportant 473 acides aminés (numéro d’accession NP612147).

RPIP9 appartient a la famille des protéines Rap. Il est exprimé dans différents tissus tels
que le cerveau, les testicules et les glandes surrénales [566], mais son implication dans
'épilepsie n’a jamais été décrite. La famille des protéines Rap joue un role primordial
dans la régulation de certaines fonctions cellulaires telles que la prolifération, la
différenciation et la motilité cellulaire [567]. Le déreglement de ces fonctions cellulaires

est communément associé au développement de tumeurs malignes [568]. Ainsi, Raguz et
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al, ont démontré que RPIP9 était activé chez 61.6% des patientes avec carcinome
mammaire primitif [566]. Hors, les deux sceurs de cette patiente sont toutes les deux
décédées de cancer du sein bien avant le début de notre étude. Il aurait été intéressant
de les génotyper pour le géne RPIP9 afin de rechercher d’éventuels polymorphismes
pouvant avoir un lien avec leur maladie. Ceci dit, nous envisageons rechercher ce
polymorphisme par séquencage, et de suivre cette patiente de fagon longitudinale par
des mammographies et des échographies mammaires régulieres afin de dépister un
cancer sein.

Nous avons introduit nos données dans la base de données Decipher qui rapporte
les CNV pathogéniques dans la méme région ainsi que les phénotypes associés. Un seul
patient épileptique porteur d’'un CNV dans la région 7q21.11 en position 77803224-
93290138 a été décrit*. Cet individu présente un phénotype plus sévere avec retard
d’acquisition du langage, déficience intellectuelle, et petite taille. Cependant, la taille de
son CNV est beaucoup plus importante que celle du remaniement identifié chez notre
patiente, atteignant 15.486.915 pb, ce qui expliquerait I’hétérogénéité phénotypique.
Etant donné que la probante de I'étude n’a pas hérité de ce CNV, I'hypothése de son

implication dans le phénotype épileptique est peu probable.
4.2. Discussion des résultats de la famille EPI-ORA-KHE

- Individu 1-02:

Chez cette patiente, la délétion 20q13.13 comprend le gene CEBPB qui mesure 2.108 pb
et contient un seul exon (Figure 56). Il s’agit d'un important facteur de transcription
régulateur de l'expression des geénes impliqués dans les réponses immunes et
inflammatoires [569-571]. Il joue également un role primordial dans I'adipogéneése, dans
la voie de néoglucogeneése, dans la régénération des hépatocytes et dans I'hématopoiese
[572]. 1] est également essentiel pour la reproduction chez la femme en raison de son

réle critique dans la maturation du follicule ovarien [573].

49 patient n°806, https://decipher.sanger.ac.uk/mise a jour le 29/01/2016
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UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly
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Figure 56: Représentation graphique de la région délétée 20q13.13 sur UCSC>Y

Trois variants de ce gene ont été répertoriés dans la base de données des variants
génomiques DGV (Figure 57): rs4811072 impliqué dans la forme familiale de la maladie
de Parkinson [574], rs913678 dans la maladie de Behcet [575], et rs913678 incriminé
dans les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin [576]. Cependant, ce CNV est
fréquent dans la population générale (MAF=10%), ce qui laisse penser qu’il s’agit d’'un

variant bénin [577].
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Figure 57: Variants du géne CEBPB répertoriés dans DGV

50 https://genome.ucsc.edu/mise a jour le 30/01/2016
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- Individu 11-02 :

La duplication Xp11.22 identifiée chez cet individu concerne un segment
chromosomique comportant plusieurs génes de type micro-ARN (ou miARN) qui sont de
courts acides ribonucléiques (ARN) simple-brin propres aux cellules eucaryotes [578].

IIs posseédent en moyenne 22 nucléotides, soit beaucoup moins que les autres ARN

(Figure 58).

UCSC Genome Browser on Human Feh. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly
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Figure 58: Représentation graphique des micro-ARN de la région dupliquée Xp11.22
sur UCSC

Les miARN sont des régulateurs post-transcriptionnels capables d’extinction de
I'expression d’un geéne: leur appariement a une séquence complémentaire de ’ARN
messager (ARNm) du gene cible conduit a la répression traductionnelle ou a la
dégradation de cet ARNm. Parce qu'’ils affectent la régulation de I'expression des genes,
on peut penser que les miARN pourraient intervenir de fagon indirecte dans le
processus d’épileptogénese, mais cette hypothése reste a confirmer. En effet, le
syndrome de microduplication Xp11.22 (OMIM #300705) a déja été rapporté par
plusieurs équipes qui ont décrit des familles multigénérationnelles comportant des
individus de sexe masculin, présentant un retard mental avec retard de I'acquisition du
langage, une dysarthrie et un faciés légérement dysmorphique mais sans notion

d’épilepsie [579-582]. De plus, la base de données DGV rapporte 9 duplications
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impliquant la méme région chromosomique chez des témoins sains. Ce CNV est donc

probablement bénin.

- Individu 11-06 :

Délétion 8p23.1:

Cette région chromosomique délétée comporte plusieurs gene :

-MCPH1 [OMIM : *607117] est localisé sur le chromosome 8 dans la bande
cytogénétique 6.264.113-6.304.940. Il compte 7 exons et code pour une protéine qui
joue un role dans le maintien de la phosphorylation inhibitrice de la cycline -dépendante
kinase 1. Les mutations de ce géne ont été associées a la microcéphalie primaire
autosomique récessive [583] et au syndrome de condensation prématurée du
chromosome [584].

-AGPAT5 [OMIM : *614796] est localisé en 8p23, sur la bande cytogénétique :
6.565.877-6.619.023. Il contient 8 exons [585], et code pour une protéine membranaire
qui catalyse I'acide lysophosphatidique en acide phosphatidique, étape cruciale dans la
biosynthése des phospholipides. Cette protéine s’exprime avec prédilection au niveau du
cerveau, du muscle squelettique et du coeur [586].

-DEFA4 [OMIM: *601157] est localisé en 8p23.1 dans la bande cytogénétique
6.793.345-6.795.786. 1l compte 3 exons et code pour un peptide corticostatique agoniste
des canaux calciques qui inhibe I'action de '’ACTH [587].

-ANGPT2 [OMIM: *601922] est localisé en 8p23.1 sur la bande cytogénétique :
6.357.171-6.420.783. Il comporte 9 exons et code pour une protéine de 496 acides
aminés qui joue un role dans la néovascularisation des tissus et 'angiogenese [588, 589].
-PPP1R3B [OMIM :*610541] est localisé sur la bande cytogénétique 8.993.764-
9.008.220 et comporte 2 exons. Il code pour la sous unité catalytique de la protéine
phosphatase 1 (PP1), une protéine de 284 acides aminés exprimée dans le foie et le
muscle squelettique [590] et qui joue un réle important dans la suppression de l'activité
de la phospharylase phosphatase. Dunn et al ont identifié 20 variants bénins de
PPP1R3B dans 13 familles caucasienne [591].

Les délétions 8p23.1 rapportées dans la littérature sont associées a plusieurs
phénotypes : retard mental, microcéphalie, anomalies cardiaques congénitales, hernie

diaphragmatique, hypospadias et troubles du comportement [592-595]. A ce jour, plus
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de 50 cas de délétions interstitielles ou terminales en 8p23 ont été rapportés, mais
seulement quelques délétions ont été caractérisées génétiquement au moyen d’analyses
par microsatellite, FISH ou array CGH de haute résolution [596]. La prévalence de
'épilepsie dans les délétions subtélomériques 8p est estimée a 25% [594]. Les types de
crises associés a ces délétions ont été décrits par plusieurs auteurs et incluent crises
focales [597, 598], crises tonico-cloniques généralisées [599, 600], et absences
atypiques [601]. Ces crises sont généralement bien controlées sous traitement
antiépileptique [594]. Malgré que notre patiente présente une épilepsie myoclonique
juvénile et ses crises sont bien controlées par monothérapie, il est peu probable que ce
CNV soit responsable de son phénotype épileptique. En effet, cette délétion est
commune, et sa fréquence allélique dans la population générale est supérieure a 1%

[602].

Délétion 14q13.2 :

Cette région contient le gene NFKBIA (OMIM *164008) qui mesure 3.245 pb et
comporte 6 exons (Figure 59).11 code pour une protéine membre de la famille des
inhibiteurs de NF-kappa-B. Cette protéine est impliquée dans les réponses
inflammatoires. Des mutations de ce gene ont été décrites dans la dysplasie
ectodermique anhidrotique avec immunodéficience mais n’ont jamais été associées a

I'épilepsie. La aussi, ce CNV n’explique pas le phénotype exprimé par cette patiente.

UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly
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Figure 59: Représentation graphique du géene NFKBIA dans la région délétée
14q13.2 sur UCSC
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- Individu 11-07 :

Délétion 13g12.13

Cette région chromosomique contient le géene AMERZ [OMIM : *614659] qui mesure
3.186 pb et comporte deux exons (Figure 60). Il code pour une protéine de 671 acides
aminés qui joue un role dans la régulation de la prolifération tumorale [603]. Nous
avons introduit les données de ce CNV dans UCSC qui décrit deux individus porteurs de
la méme délétion dont un avec hypothyroidie et déficience intellectuelle, et I'autre avec
syndrome dysmorphique intéressant les doigts et la face. Hors, notre patient présente
ces trois phénotypes. Par ailleurs, ce CNV n’a jamais été rapporté dans les bases de
données répertoriant les variants bénin dans la population générale. Ainsi, ce résultat
est particuliéerement intéressant mais doit étre interprété avec précaution car ce CNV ne
contient qu'un seul marqueur. Aussi, pour éviter tout biais de stratification, ce
remaniement chromosomique devrait étre recherché dans une population témoin

d’origine Algérienne ou nord Africaine.
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Figure 60: Représentation graphique du géne AMERZ2 dans la région délétée
13q12.13 sur UCSC

Duplication 22¢g11.21
Le syndrome de microduplication 22q11.2 a été décrit pour la premiere fois en 1999 par
Eldmann et al. chez une fillette de 4 ans avec retard du développement psychomoteur et
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du langage, une dysmorphie faciale et une insuffisance vélaire [604]. A ce jour, plus de
60 individus porteurs d'une duplication 22q11.2 ont été identifiés [605]. Les
remaniements génomiques du chromosome 22q11.2 incluant microdélétions et
microduplications, sont secondaires a la recombinaison homologue, mais non allélique
(NAHR), entre des séquences répétées et spécifiques (appelées low copy repeats [LCR])
[606]. Ces LCR segmentaires favorisent les mésappariements et les crossing over
déséquilibrés entre chromosomes homologues lors de la méiose, donnant lieu a un
chromosome avec un segment délété, et un autre, contenant une duplication de ce méme
segment [607]. Les CNV de la région chromosomique 22q11.2 sont responsables d'un
large spectre phénotypique avec une grande variabilité inter et intrafamiliale, pouvant
étre expliqués par la richesse de cette région en génes [608]. En effet, les individus
affectés peuvent exprimer un retard du développement psychomoteur (67%), un retard
mental léger a modéré (97%), une petite taille (63%) et une hypotonie musculaire
(43%) [609]. Par ailleurs, les signes cliniques rappelant le syndrome vélocardiofacial ou
syndrome de DiGeorge sont fréquemment rencontrés [610, 611]. En effet, on retrouve
une insuffisance vélaire associée parfois a une fente palatine (70%), des anomalies
urogénitales (40%) et une cardiopathie de type cono-troncale (20%). Sont fréquemment
associés a ces signes des troubles du comportement, des troubles auditifs et une
dysmorphie faciale modérée (visage long et étroit, sourcils haut situés, hypertélorisme,
fentes palpébrales obliques en bas et en dehors, nez bulbeux, macrostomie et
microrétrognathisme) [606, 607, 612]. Cependant, certains sujets porteurs de ce
réarrangement chromosomiques sont tout a fait asymptomatiques.

Notre patient présente un retard du développement psychomoteur, une déficience
intellectuelle, un langage puéril, une voix nasonnée ainsi qu'une hypotonie des quatre
membres. Il présente également une petite taille et un syndrome dysmorphique fait d’'un
visage long et étroit, un rétrognathisme, des oreilles décollées et des doigts boudinés. Ce
phénotype est parfaitement corrélé a 'anomalie chromosomique structurale identifiée

chez lui par CGH array.

5. Limites de I’étude

Malgré la haute résolution de la technique d’hybridation génomique comparative sur

microréseau d’ADN utilisée pour la détection des CNV dans notre étude, cette technique
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a des limites [613]. En effet, elle ne détecte pas les remaniements chromosomiques
équilibrés tels que les translocations ou les inversions, ni les anomalies
chromosomiques en faible mosaique, ce qui justifie souvent de compléter I'analyse par
un séquencgage a haut débit [614]. Par ailleurs, certains CNV soulevent des difficultés
d’interprétation car leur lien de causalité avec le phénotype ne peut étre clairement
établi. Ils correspondent souvent a des duplications retrouvées dans des populations
témoins. En raison de l'incertitude quant a leur pathogénicité, le conseil génétique est

difficile.

6. Conclusion

Au terme de cette étude, nous n’avons pu identifier aucun CNV pathogene responsable
du phénotype épileptique dans ces deux familles. Néanmoins, nous avons mis en
évidence un CNV pathogéne en 22q11.21 compatible avec le phénotype de déficience
intellectuelle et syndrome dysmorphique. Des analyses par séquencage sont en cours
afin de dépister les mutations responsables de paraplégie spastique héréditaire dans la

premiere famille.

230



Conclusion Générale et Perspectives

CHAPITRE VIII : CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

A travers ce travail, nous avons pu dresser le phénotype et déterminer le mode de
transmission de I'épilepsie chez des familles algériennes multiplex, confirmant ainsi le
caractere héréditaire de cette maladie. Nous avons également identifié les facteurs de
risque propres a notre population, et confirmé I'agrégation familiale de I'épilepsie. Nos
résultats confortent ’hypothese d’une interaction entre une prédisposition génétique et
des facteurs environnementaux acquis dans la pathogenese de 1'épilepsie. Ils méritent
une attention particuliere et nécessitent la mise en ceuvre d'une stratégie de
sensibilisation de la population sur I'impact des mariages consanguins, et la mise en

place d’une consultation spécialisée en conseil génétique pour les familles a risque.

Nous avons rapporté la premiere mutation du gene GAL en rapport avec un
phénotype épileptique chez 'Homme, et nous avons confirmé I'implication du peptide
muté dans le phénotype épileptique par des études in silico. Nos résultats pourraient
avoir des retombées directes sur le développement de molécules antiépileptiques a base

de galanine et de traitements par thérapie génique.

Nous avons également identifié un polymorphisme du gene RELN (rs55689103),
dont les mutations ont déja été associées a I'épilepsie et a la schizophrénie. Cependant,
nous n’avons pu l'incriminer de fagon formelle dans le phénotype de cette famille. Nous
envisageons de poursuivre ce travail pour explorer les éléments génomiques
fonctionnels autres que les genes codant les protéine, tels que le dosage sérique de la
protéine Reelin, de méme que I'étude du niveau de méthylation du promoteur du gene
RELN. Nous projetons également de rechercher la fréquence du polymorphisme
rs55689103 par séquencage exonique d’individus témoins d’origine Algérienne, afin de
caractériser la fréquence de l'allele mineur et de I'allele majeur de ce SNP, et ceci dans le
but de positionner notre population par rapport aux différentes populations.

Dans un second temps, nous projetons de mener une étude de dépistage de ce
polymorphisme dans une cohorte de patients d’origine Algérienne, au phénotype
d’épilepsie du lobe temporal, recrutés et évalués au service de Neurologie du CHU

d’Oran, afin d’évaluer I'implication de ce polymorphisme dans la survenue d’épilepsie.
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Par la suite, nous tenterons de déterminer la fréquence allélique de ce polymorphisme
dans la population des malades schizophrénes. Pour cela, une étude d’association est
prévue dans une cohorte de familles Algériennes consanguines comportant plusieurs
individus atteints de schizophrénie. Ces familles ont été recrutées au service de
psychiatrie du CHU de Tlemcen et ont déja fait 'objet d'une étude génétique par

recherche de CNV [484].

Nous avons également décrit deux familles Algériennes consanguines au
phénotype d’épilepsie myoclonique progressive de type 1, et confirmé les
caractéristiques cliniques et évolutives connues de l'affection et son lien avec

I'expansion du dodécamere CCCCGCCCCGCG dans le gene EPM1.

Enfin, les résultats de recherche de CNV dans deux familles consanguines n’ont
pas été concluants, reflétant les limites de la technique de CGH array et la difficulté
d’interprétation des données. Des analyses par séquencage de nouvelle génération

pourraient contribuer a décrypter les bases génétiques de I'épilepsie dans ces familles.
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Purpose: To document the clinical characteristics and inheritance pattern of epilepsy in multigeneration
Algerian families.

Methods: Affected members from extended families with familial epilepsy were assessed at the
University Hospital of Oran in Algeria. Available medical records, neurological examination,
electroencephalography and imaging data were reviewed. The epilepsy type was classified according
to the criteria of the International League Against Epilepsy and modes of inheritance were deduced from
pedigree analysis.

Results: The study population included 40 probands; 23 male (57.5%) and 17 female subjects (42.5%).
The mean age of seizure onset was 9.5 + 6.1 years. According to seizure onset, 16 patients (40%) had focal
seizures and 20 (50%) had generalized seizures. Seizure control was achieved for two patients (5%) for
10 years, while 28 (70%) were seizure-free for 3 months. Eleven patients (27.5%) had prior febrile seizures,
12 were diagnosed with psychiatric disorders and four families had syndromic epilepsy. The consanguinity
rate among parents of affected was 50% with phenotypic concordance observed in 25 families (62.5%).
Pedigree analysis suggested autosomal dominant (AD) inheritance with or without reduced penetrance in
18 families (45%), probable autosomal recessive (AR) inheritance in 14 families (35%), and an X-linked
recessive inheritance in one family.

Conclusion: This study reveals large Algerian families with multigenerational inheritance of epilepsy.
Molecular testing such as exome sequencing would clarify the genetic basis of epilepsy in some of our
families.

Keywords:
Familial epilepsy
Inherited epilepsy
Consanguinity
Pedigree

Algeria

© 2015 British Epilepsy Association. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction: During the past three years, novel technologies and an

unprecedented level of international collaboration has resulted in

Epilepsy is the most common neurological condition, affecting
more than 50 million people in the world, with a 3% risk of
developing epilepsy across all ages [1,2]. A genetic contribution to
epilepsy has been recognized since Antiquity and is well
established through twin studies [3-5]. Family studies have also
suggested the involvement of genetic factors in different forms of
generalized and partial epilepsies, showing a higher risk of
epilepsy in proband’s first-degree relatives (children, siblings
and parents) as compared to the general population [6,7].

* Corresponding author. Tel.: +213 554650521; fax: +213 414658609.
E-mail address: amina.chentouf@yahoo.com (A. Chentouf).

http://dx.doi.org/10.1016/j.seizure.2015.06.015

the discovery of novel genes for monogenic epilepsies. Indeed, the
use of massive parallel sequencing technologies has allowed for the
identification of PRRT2 as the long-sought gene for Benign Familial
Infantile Seizures (BFIS)[8,9],and the KCNT1 mutations in Malignant
Migrating Partial Seizures of Infancy (MMPSI) and severe Autosomal
Dominant Nocturnal Frontal Lobe Epilepsy (ADNFLE) [10,11]. In
addition, we have recently identified a novel gene in one family
with monozygotic twins affected by temporal lobe epilepsy.
Exome sequencing revealed a novel de novo mutation (p.A39E) in
the galanin gene, which acts as a potent anticonvulsant and regulate
epileptic seizures in animal models. Functional analysis of the
mutant galanin peptide showed antagonist effects on galanin
receptor 1 (GalR1) and reduced agonist effects on GalR2. These

1059-1311/© 2015 British Epilepsy Association. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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findings could potentially have direct implications for the develop-
ment of anti-epileptic treatment [12].

During our fieldwork, we have identified many additional
families with several members affected with epilepsy. While
consanguineous marriages comprise 22-39% [13-15] of all mar-
riages in Algeria, which may predispose offspring to rare autosomal
recessive conditions, to our knowledge, there have been no reports
describing the inheritance patterns of familial epilepsy in Algeria.

In this paper, we present genealogical analysis, clinical char-
acteristics and the probable patterns of inheritance in 40 Algerian
families with epilepsy in order to perform further genetic analysis
for the detection of the pathogenic variation that may help in carrier
detection and family planning.

2. Materials and methods
2.1. Family recruitment, inclusion criteria and clinical evaluation

This is a prospective study done at the Neurology Department at
Oran University Hospital, which is the main regional hospital in
Oran, from June 2011 to June 2014. Families were included when
their past history showed that there are other affected members in
the extended family.

All possibly affected individuals available underwent clinical
evaluation; and whenever possible, EEG and MRI were performed.
A bilingual trained psychiatrist (French-Arabic) assessed individu-
als with psychiatric disorders using the Mini International
Neuropsychiatric Interview (MINI).

Forty families agreed to participate in the study. A three-
generation pedigree with details regarding seizures, congenital
malformations, comorbidities and consanguinity in parents was
drawn for each family using “Genial Pedigree” software (http://
www.pedigreedraw.com/), through a structured interview that
took 50-60 min. Interviews were done either on the telephone or
in person and responses were crosschecked with family members
who were invited to participate in the study.

We excluded from the study five patients for whom a parent
was not available due to death, divorce or other reasons leading to
inability to take full family history and difficulty in constructing
a pedigree.

Pedigree analysis concluded that the inheritance pattern in a
family was classified as autosomal dominant if there were multiple
generations affected in a vertical pattern, and if both males and
females were affected. It was classified as autosomal recessive if
the affected individuals were seen in only one generation in a
horizontal pattern, if males and females were affected and if
parents were related. It was classified as X-linked recessive if only
males were affected, if the affected males were related through
putative carrier females, and if there was no male-to-male
transmission. Considering the possibility of endogamous mar-
riages, we proposed AR as the probable mode of inheritance when
there were multiple affected in a sibship with non-affected parents
who both originate from the same small village.

2.2. Seizure type and epileptic syndrome identification

We obtained information regarding seizure manifestations from
patients as well as observers. We reviewed all available medical
records, neurological examination, electroencephalography and
imaging data. Based on the combined results, each patient’s epilepsy
was characterized, and whenever possible, classified.

2.3. Definitions

Seizures and epilepsy syndromes were classified according to
the International League against epilepsy recommendations
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[16,17]. Families were classified according to the proband’s
epilepsy syndrome. To ensure comparability with previous studies
on the same field, we did not use the recommendations of the ILAE/
2010 classification for seizures and epilepsies.

The proband was defined as the first affected family member
who sought medical attention at hospital and met the inclusion
and exclusion criteria.

We considered as “familial epilepsy” the occurrence of epilepsy
in at least two members of the same family including the proband.
First-degree relatives comprised parents, siblings, and children;
second-degree relatives comprised grandparents, aunts, and
uncles; and third-degree relatives comprised first cousins.

In clinical genetics, consanguinity is defined as a marital
relationship between two individuals who share the same ancestor
and the degree of consanguinity is not beyond second cousins. In this
study, however, further genetic relations were also considered when
assessing the mode of inheritance in order to include any possible
founder mutations in this highly consanguineous population.
Families are defined as phenotypically concordant if all affected
relatives have the same clinical feature (epileptic syndrome or
seizure type, age at onset, response to treatment and EEG findings).

Age of onset was defined as the age when the patient, his/her
family members or friends first noticed the disease. We defined
controlled epilepsy as the absence of seizures for at least six months.

The likely modes of inheritance were based on the family
pedigree that was documented in the file.

The purpose of the study was explained to the patient/family
and informed consent was obtained from patients, parents or legal
guardians.

2.4. Statistical analysis

The collected data were coded and entered into the SPSS
21.0 for Mac OS X. We conducted a descriptive analysis of cases
involving the calculation of averages and standard deviations for
quantitative variables and percentages for categorical variables.

3. Results
3.1. Family features

Forty families with two or more members affected by idiopathic
epilepsy participated in the study. We collected data from
907 subjects, of whom 156 (17.2%) showed epilepsy. The mean
number of individuals (both with and without epilepsy) was
22.7per family with a mean of 4-affected individuals per family.

In addition to the 40 probands, 61 first-, 17 second- and
19 third-degree relatives had epilepsy. In the collected sample,
only two sets of monozygotic twins were present. Consanguinity
was reported among parents in 20 out of 40 families with 16 (40%)
first cousins and 4 (10%) second cousins. In 25 families (62.5%)
affected members shared the same phenotype for epilepsy, while
the others appeared to have a range of different phenotypes.

With regard to epileptic features in general, pedigrees were
compatible with autosomal dominant (AD) inheritance with or
without reduced penetrance in 18 families (45%). In 14 families
(35%), an autosomal recessive (AR) transmission could also be
hypothesized, and an X-linked recessive inheritance (XR) was
assigned in only one family. In the remaining families, the pedigree
analysis was inconclusive or suggested more than one possible
mode of inheritance (Fig. 1a and b).

3.2. Probands clinical data

There were 23 male (57.5%) and 17 female subjects (42.5%)
in the study group, with ages ranging from 4 to 59 years (mean
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277 £ 13.2years], This wasa predominantly adult population (72.5%
were over 18 years), The age of sezure onset ranged from three
maonths to 22 years (mean: 9.5 £ 61 years). According to seizure
anset, 16 patients (@0%) had focal seizures and 20 (50%] had
generalized seizures. The remaining four patients {10%) could not be
classified as having either focal or genenalized seizures because both
partial and generalized onsel sezures were noted.

Amaong all probands, 11 (27.5%) had priar febrile seizures (F5)
and B of them {72.7%) had family history of F5,

The distribution of probands with respect to [LAE epilepsy
syndrome diagnosis is summarized in Table 1.

Twenty-four patients (60%8) were on monotherapy, twelve
(30 were on twoantiepileptic medications, and two { 5% ) were on

three antiepileptic drugs, The most commaon antiepileptic medica-
tions used were valproic acid (22/40, 55% ), carbamazepin {11/40,
27.5%) and levetiracetam (840, 20%)

At the time of analysis, seizure control was achieved in
21 patients (52.5%) using mono or polytherapy. 28 (70%) were
seizure-free for 3 months and two (5%) have been weaned for
10 years, The other twebve patients {30%) continued Lo ex perience
seizures despite trials of several antiepileptic medications,

Twao probands were diagnosed with intellectual disability and
12 with a psychiatric comaorhidity: 4 with depression, 6 with
anxiety, one with attention deficit hy peractivity disorder (ADHD)
and one with schizophrenia; all were under psychiatrist follow up
(A

Table 1

Clinical features, EEG findings and the prabable mades of inheritance in the 40 families,

Praband according Age at enset (yearsiSeizune rype Epilepsy  EEG lindings Heurological Profable msde af
o family number syndrome examination inheritance
1 (Galanin family]13 Complex parial FILE Facal temparal Hormal D navn [ 15]
spikoes
2 1% Myaclonic IME Generalized polyspikes MNormal Al reduced penetrance
3 18 Simple partial FILE Facal slaw waaves Hormal Al reduced penetrance
4 18 Myaclonic IME Generalized polyspikes Hormal Al resluced penetramcoe? AR?
5 10 Myaclonic EPMT Generalized Palyspikes and Dysarthria, ataxia AR
waves photasensinivicy
& 5 Absenoe CAE Generalized 3Hz spike waves Hormal AR
7 15 Camplex partial FTLE Central and tempans-parietal spikes Muarmal Al
8 11 Myaclonic IME Generalized polyspikes waves Hormal KR? AD with resluces
penctrance?
a 11 Myaclonic EFMI Diffuse spikes and palyspikes Cerebellar AR
ataxia. I
1 2 Myaclonic GEF5+ Fhatosensitivity Horrmal Al reduced penetrance? ART
11 3 Generalize:d GEFS+ Generalized apike wawes MNormal Al
tanic-clanic
12 4 Lnknown GEFS+ Facal tempara-parietal Hormal AR
epileplic sclivily
13 L Myaclonic IME Generalized polyspikes MNormal AR
14 11 Generalised tonic clonicUnclassified Normal Blirklness, AR
deafress, 11
15 5 Camplex partial GEFS+ Facal parieto-accipital epileptic aciviryNormal Al reduced penetrance
16 16 Complex partial FTLE Facal spikes in tempara-parictal Hormal Al reduced penetrance
regian
17 4 Generalised GEPS+ Diffuse slawing Spastic paraplegia IDAD
ranic Clanic
18 1 Simple partial FTLE Frantal and remporal s pikes Hormal Al
19 i Generalised tonie clonicGEFS Focal tempara-parieLal spikes Muoarmal ADT ARY
) 12 Camplex partial GEFS+ Temporal spile-waves Hormal Al
| 17 Myaclonic IME Generalized polyspikes Hormal AR
por 17 Myacionic IME Generalized polyspikes Hormal AR
5] 16 Camplex partial FTLE Tempora-ooapital spikes Blindness Al
4 G Myaclonic EPMI Generalized polyspikes Dysarthria, ataxia 10 AR
25 ] Myaclonic IME Generalized polyspikes MNormal AR
b 22 Unknown Unclassifisd Bormal Hormal Al
0 ] Myaclonic IME Generalized polyspikes Hoermal Al reduced penetrance? ART
H 15 Camplex partial Unclassified Slonw waves in accipital regions Hormal Al reduced penetrance? ART
ot} 3 Complex partial FTLE Temporal epilepric cTivity Hormal A
30 10 Camplex partial FTLE Frante-lemparal spikes MNormal xR
31 1 Simple partial GEFS+ Generalized epileplic sdivity MNormal AR
I g Myaclonic IME Spike waves in frontal region Normal Al variable penetrance
k£ ] 1 Myaclonic IME Generalized polyspikes Hormal Al
k2 12 Camplex partial FTLE Facal spikes in temparal region Hormal ALY ART
35 & Unknown FTLE Kormal Hormal Al vanable penetrance
36 15 Generalized FTLE Rormmal Hormal Al
tanic chnic
k) 149 Simple partial FILE Temporal spikes Hormal Al
k] 1 Unknown Unclassified Multifoeal spikes Microcephaly 103 Al varable penetrance
k-] 4 Camplex partial FTLE Temporal and accipital spikes Hormal Al
40 14 Complex partial GEFS Frantal epilepiic activity Hormal Al

AL Autosomal daminant, AR; autasamal recessive, KRz X-linked recessive, CAE; childhood absence epilepsy, [ME; juvenile myoclanic epilepsy, EFM1: progressive myacionic
cpilepsy type 1, GEFS+! genetic epilepsy with lebrile seiaure plus, FTLE: familial termporal lobe epilepsy, 100 intellecrual disabilicy, ADHD: attention defidt hyperacrivicy

dlisarder,

300



Annexes

16 A, Cherabonf e ol / Sefzre 30 [2015) 12418

Clinical Features, neurnlogical examination, EEG findings and
the probable modes of inheritance are summarized in Table 1.
Brain imaging (CT scan or MR} was normal in all cases.

In Families 59,14 and 24, epilepsy was associated with other
manifestations such as intellectual disability, ataxia and blindness,
probably due o undiagnosed autosomal recessive syndromes
(Table 1}

4. Discussion

Familial epilepsy encompasses several different syndromes,
which are generally diagnosed by clinical Features. The key
element in making the correct diagnosis is obtaining a compre-
hensive dinical history and establishing a detailed pedigree.

The availability of extensive genealogical data canprovide large
pedigrees, potentially very informative for genetic analysis.

We present here the elinical profile and inheritance pattern of
familial idiopathic epilepsies in Algerian families, [n this study, the
population sample was taken from Oran, the major city on the
narthwestern Mediterranean eoast af Algeria with a population af
approximately 1,500,000, Many ofour patients originate from Sidi
Ali, a small village about B0 km away from Oran. Previous reports
have ascertained a high rate of consanguineous unions of up to 34%
in Tlemcen, a region about 150 km away from Oran | 13]. Given the
existence of numerous large and multigenerational pedigrees with
several alfected members, the Oran arve thus emerging as an
interesting population for genetic research an the epilepsies,

In this study, 40% of parents of affected individuals were first
cousing Thisis in line with the results of a recent study conducted
in Cran and which recognized parental consanguinity as signifi-
cant risk lactor for both monogenic and polygenic epilepsies
(p=0,029) [18],

Similar results have been reported in oother inbreeding
populations, For instance, Masri et al, reported a high rate of
parental consanguinity {61.3%) among 31 Jordanian families with
familial childhood epilepsy [19]. Premarital counse ling for couples
who have a family history of epilepsy is recommended,

Epilepsy was more feguent in first- than in second-degree
relatives, We have already shown in a previous study invalving
subjects belonging o the same region that family history of
epilepsy in first-degree relatives increased significantly the risk of
developing epilepsy (p < 107%) [18]. Similarly, in a large Turkish
cohort of 3098 epileptic patients, 19.9% had at least one e pileptic
fFamily member with first-degree relatives heing twice maore
affected than second-degree relatives (20294} [20],

Maost families (62.5%) shared the same phenotype while the
remaining appearcd o have a range of different epilepsy
phenotypes. This finding could have two possible interpretations:
It could ke that certain variants may predispose to a relatively
narrow clinical phenotype while others result in 2 much maore
varied phenotype ar that this clinical heterngeneity could reflect
the possibility that individuals within some families may possess
additional genetic variants or share non-genetic factors that
influence phenotypic expression.,

In our study population, there was a slight male predominance
of 23M [17F. Most studies of epilepsy indicate that males are more
frequently affected than Pemales, although the differe nee is seldom
statistically significant [ 21].

The mean age at selzure onset was around 10 years, probably
because of the predominance in our sample of epilepsy syndromes
starting in adolescence or later, such as juvenile myoclonic
epilepsy [22], progressive myoclonic epilepsy [23,24], and familial
temporal lobe epilepsy [25].

Among probands, 40% had partial seizures and 50% had
generalized seizures, This is in agreement with studies from the
Acrab countries, which had found partial seizures less commaon than

generalized seizures [ 26] matching Asian and sub-Saharan African
studies [27,28]. In USA, Abou Khalil reported that patients with
generalized epilepsy were more likely to have first and second
degree relatives with than those with partial epilepsy (40.2%
versus 31.2%, p=0001) [29].

Prior febrile seizures (FS) were reparted among 11 probands
127.5%), and three quarters of them had a family history of FS.
These results are consistent with those of Abou Khalil et al,, whao
reported that epileptic patients with prior FS were more likely to
have a family history of FS than those without prior FS
(p < 000000 ). Ina multivariate analy sis, Hwang identified family
history of epilepsy as a significant predictor of unprovoked
seizures after FS (p= 10,019} [30]. This finding suggests that FS
represent an early expression of a low seizuee threshold in patients
genetically predis posed to epilepsy. Indeed, F5 can be the gateway
to nume rous genetic epileptic syndromes such as Genetic Epilepsy
with Febrile Seizures Plus (GEFS+) |31], epileptic syndrome by
febrile infection (FIRES) [32 ], severe myoclonic epilepsy in infancy
(SMEL} [33] and temporal lobe epilepsy (TLE) [29,34].

Only 6% were seizure-free for three maonths, while 40%
continued experiencing seizures, This could be explained by the
fact that many patients had myoclonic epilepsy {juvenile or
progressive) known to be drug-resistant or drug dependant, It
should also be noted that some patients did not observe correctly
the prescribed treatment,

Peychiatric comorbidities were reported among 12 probands
(30%), In recent years, several studies have shown clear links
between epilepsy and various neuropsychiatric disorders includ-
ing psychosis and depression. Rates of mood disorders ranged from
25% to 4B% and anxiety disorders from 14% to 31% [35.36], Rates of
major depressive episodes are increased in patients with epilepsy
and range from 11% to G2%, compared with 3.7% to 6.7% for the
general population [37] Furthermore, the percentage of deaths by
suicide in patients with epilepsy ranges from 11% to 33%, with an
overall average of 11.5% [38]. The assodation of epilepsy with
psychosis is also striking, where the prevalence of the interictal
psychosis of epilepsy ranges in different studies between 4.3% and
4%, Ina recent review, rates of 19.4% and 152% in generalized
epilepsies (GE) and TLE groups, respectively, were reported |39,

Very recently, it has beome clear that neuropsychiatric
disorders may share commaon genetic variation with epilepsy.
Indeed, genetic studies of copy number variants (CNVs) have
shown that in some cases, the same CNV ocours in neuropsy chiat-
ric illness and epilepsy. Several studies have demonstrated an
association between large rare cecurcent CNVs and epilepsy,
autism, schizophrenia, mental retardation, and attention deficit
hyperactivity disorder [4041] OF particular relevance is the
abservation that an individual CNV can contribute risk to more
than one type of neuropsychiatric disorder. This has led w the
suggestion that schizophrenia, autism, and intellectual disability
may he rather overlapping phenotypes from shared disturbed
neural development [42].

There were 13 families with TIE: 7 families had features
consistent with mesial TLE (simple partial seizures with intense
feelings of deja vu at times associated with dizsiness or nausea,
complex partial seizures with altered awareness and staring } and
G families had autosomal dominant epilepsy with auditory
features (ADEAF) previously denoted as autosomal dominant
lateral temporal lobe epilepsy. An AD teait was deduced in 76.9% of
these families {Table 1. It is well known that ADEAF follows AD
inheritance with decreased penetrance. Thus, by analysing data
from 24 previously published families with ADEAF and mutations
in the leucin-rich glioma inactivated gene (LGIY, Rosanoff and
Ottman found that the overall penetrance of the disorder was67%
and did nat vary acoording to mutation type or lacation in the gene
[43]. Hedera et al, reported a 4-generation Caucasian family in
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which 11 living individuals had features consistent with mesial
TLE. Three unaffected family members had affected offspring,
suggesting AD inheritance with incomplete penetrance [44].

Juvenile myoclonic epilepsy (ME} was reported in 9 families,
Pedigrees were compatible with a probable AD inheritance in
3 families and AR in 4 families. In the remaining two families,
pedigree analysis suggested more than one possible mode of
inheritance, The exact type of inheritance in [ME is currently nat
known: the rare family and genetic studies indicate rather
contradictory modes: AD, AR, maternal or complex [45].

Three families had Progressive Myoclonic Epilepsy type 1
(EPMI1} with AR pattern of inheritance. EFM1 or Unwerricht-
Lundborg disease (ULD) is an AR neurndegenerative disorder
characterized by action- and stimulus-sensitive myoclonus, tonic-
clonic seizures, progressive cerchellar ataxia, preserved cognition,
and poor outcome, Mutations in the gene encoding cystatin B
((5TH), a cysteine protease inhibitor, are responsible for the
primary defect underlying EFM1 [46].

In our study population, theee were 9 families with GEFS+
phenotype, Five families showed an AD probable mode aof
inheritance and two others an AR pattern. To our knowledge, all
GEFS+ Families, described in OMIM (Online Mendelian Inheritance
in Man—heep: |/ www.nchinlm. nih.goviomim} datibase, exclusive-
ly show an AD mode of inheritance. Recently, Belhedi et al,
described the first consanguineous GEFS+ Tunisian Family with a
putative AR mode of inheritance, a transmission peeviously
described in a Moroccan consanguineous family, showing FS
and temparal lobe epilepsy phenotypes [47].

Only ane family showed CAE with AR trait. Familial form of
typical childhood absence epilepsy with an AR mode of inheri-
tance was al so reported in fve Tunisian consanguineous families
|48]. Four of our families {10%) had syndromic epilepsy with
suggested autosomal recessive inheritance pointing to the signifi-
cant role of consanguinity in the expression of rare recessive
variants.

5. Limitations of the study

Our study has several limitations including the relatively small
sample size. [Lwas a clinic-based study and may not represent the
full spectrum of Familial epilepsies. Furthermaore, patient and
family recall of epilepsy carried an inherent risk of incom pleteness
or inaccuracy.

[ue to the unavailability of ictal EEG recording, we were unahle
toclassify seizure ty pe in four patients with some aty pical features.

6. Condusion

This study confirms that there are large families in the Algerian
papulation with multigenerational inheritance of familial e pilepsy
and phenoty pic heterogeneity.

Seizures are well controlled in most cases except in myoclanic
syndromes, which are more difficult to deal with despite trials of
several antiepileptic drugs. Psychiatric disorders are  often
associated with epilepsy suggesting possible common genetic
underpinnings.

Autosomal recessive mode of inheritance was propased in 35%
ofour cases of Familial epilepsy. The higher rate of consanguineous
unions reported in our population probably contributes to the
genetic epilepsy types encountered,

Our eohort of families with epilepsy represents a valuable
resource For the identification of novel epilepsy genes. Further,
molecular testing such as deep sequencing for rave variants could
he used to clarify the genetic hasis of epilepsy in some of our
families.
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Epilepsy; Purpose: The goal of this case—control study was to identify the significance of consanguinity
Consanguinity; and other risk factors for epilepsy in Oran, Algeria.

Risk factors; Methods: Unrelated epileptic patients upwards of 16 years, who attended the Neurology Depart-
Oran; ment between October 2013 and March 2014 were included in the study. Controls, matched for
Algeria age and sex, were selected among non-epileptic patients attending the same department dur-

ing the same period. The risk factors evaluated were: consanguinity, family history of epilepsy,
perinatal complications, infection of the central nervous system, mental retardation, neuro-
logical impairment, history of febrile seizures, severe head trauma, cerebrovascular diseases,
and addiction.

Results: 101 cases and 202 controls participated in the study. Multivariate logistic regression
identified five factors significantly associated with epilepsy: first-degree of consanguinity (odds
ratio (OR) =2.15), history of epilepsy in first-degree relatives (OR =4.03), antecedent of febrile
seizures (OR =5.38), severe head injury (OR=2.94) and mental retardation (OR=9.32).
Conclusion: Consanguinity, family history of epilepsy, history of febrile seizures, severe head
trauma and mental retardation are risk factors for epilepsy. The implementation of a strategy
for prevention and awareness of the impact of consanguineous marriages as well as genetic
counseling for couples with a family history of epilepsy are needed.
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Introduction

Consanguinity is a reproductive relationship between two
individuals who share a common ancestor. In other words,
consanguineous marriages refer to marriages contracted
between individuals biologically related. These unions are
still widespread especially in the Middle East and North
Africa where they are favored by traditions and cul-
tural practices (Dahdouh-Guermouche et al., 2013). Such
inbreeding is associated with an increased rate of birth
defects and perinatal mortality. In addition, the offspring
of consanguineous marriages are at increased risk of reces-
sive diseases due to the expression of autosomal recessive
genetic mutations inherited from a common ancestor. The
closer the biological relationship between the parents, the
greater the likelihood that their offspring will inherit one or
more of the same harmful recessive genes copies (Hamamy
etal., 2011).

Epilepsy is a brain disease defined by any of the following
conditions: (1) at least two unprovoked (or reflex) seizures
occurring >24 h apart; (2) one unprovoked (or reflex) seizure
and a probability of further seizures similar to the general
recurrence risk (at least 60%) after two unprovoked seizures,
occurring over the next 10 years; (3) diagnosis of an epilepsy
syndrome (Fisher et al., 2014). According to data from WHO,
there are 50 million people with epilepsy worldwide, 80%
in developing countries (World Health Organization, 2005).
Despite new exploration techniques, the etiology remains
unknown in almost two thirds of cases (Sander, 2003). Over
the past three decades, several case—control studies on
epilepsy have been conducted (Rocca et al., 1987; Casetta
et al., 2002; Ogunniyi et al., 1987; Edwards et al., 2008).
Although these studies have identified numerous risk factors
associated with epilepsy, the results were highly variable.
While stroke and head injury have been implicated as fac-
tors for adults from high-income countries (Guekht et al.,
2010; Pietal., 2014), epilepsy was associated with parasitic
diseases, perinatal insults and central nervous system (CNS)
infections in developing countries (Ogunrin et al., 2013;
Asadi-Pooya and Hojabri, 2005; Osakwe et al., 2014).

The association of epilepsy with inbreeding has been
poorly studied in developed countries probably because
of the scarcity of family inbreeding in these populations
(0.2% in the U.S., 0.8% in France, 1.1% in Italy and 0.2%
in Australia) (Romeo et al., 1981; Port and Bittles, 2001).
In the Arab world where first-degree consanguineous mar-
riages represent more than 60% of all unions (Etude, 2007),
the association to epilepsy has been suggested by some stud-
ies (Asadi-Pooya, 2005; Choueiri et al., 2001; Khedr et al.,
2013; Benamer and Grosset, 2009; Bourrous et al., 2010) and
refuted by others (Daoud et al., 2003; Cansu et al., 2007;
Huseyinoglu et al., 2012; Yemadje et al., 2012).

In Algeria, where the prevalence of epilepsy is esti-
mated at 8.32/1000 (Moualek et al., 2012) and the rate of
inbreeding at 38% (18% in Oran) (Fondation, 2007), very few
epidemiological studies on epilepsy have been published and
none has evaluated the association with risk factors.

Given the important role attributed to inbreeding in the
development of birth defects and genetically determined
diseases such as hemoglobinopathies, hereditary hearing
loss, G6PD deficiency, encephalopathies and schizophrenia

(Dahdouh-Guermouche et al., 2013); and given also the het-
erogeneity of existing data, it seemed necessary to conduct
an epidemiological survey based on two aims — assessing
the relationship between epilepsy and inbreeding in those
patients 16 years and older treated at the Neurology Depart-
ment of Oran University Hospital; and identifying other risk
factors associated with epilepsy in the same population.

Materials and methods

We conducted an analytical retrospective matched
case—control study over six months — from October 1st,
2013 to March 31st, 2014.

Study population

We included 101 unrelated epileptic patients aged 16 years
and over, presenting to the Neurology Department of Oran
University Hospital (the main general Neurology clinic in
this city) between October 1st, 2013 and March 31st, 2014.
Patients having a history of febrile convulsions without
epilepsy were not included in the study.

202 controls having no personal history of epilepsy,
matched for age and sex, were selected among patients
attending the same clinic during the same period but for
another neurological disorder.

The number of subjects needed (2 controls per case) was
calculated by the software BiostaTGV using a first order risk
of 5%, a power of 80%, and taking as reference the lowest OR
(2.11 found in an Indian study, Nair and Thomas, 2004) and
the frequency of inbreeding in Oran (18% according to data
from the National Foundation for the Promotion of Health
and Development Research in 2007).

Data of cases and controls were obtained using a pre-
pared and structured questionnaire conducted through
personal interviews after an informed consent was signed.

Definitions

Epilepsy definition and seizure type description followed
the criteria of the International League Against Epilepsy
(Berg et al., 2005). Inbreeding was defined as a reproduc-
tive relationship between two individuals who share the
same ancestor. The degree of consanguinity was determined
by the total number of generations separating two indi-
viduals from their common ancestor (Dahdouh-Guermouche
et al., 2013). A family history of epilepsy was consid-
ered positive if at least one family member (among first-,
second- or third-degree relatives) was affected by epilepsy
in addition to the proband. First-degree relatives comprise
parents, siblings, and children; second-degree relatives
comprise grandparents, grandchildren, aunts, uncles, nieces
and nephews; and third-degree relatives comprise cousins.
Febrile seizures were defined as seizures accompanied by
fever (temperature > 100.4 °F or 38 °C by any method) with-
out CNS infection, that occurs in infants and children from
6 to 60 months of age (Subcommittee on Febrile Seizures
and American Academy of Pediatrics, 2011). Head injury was
considered severe if accompanied by loss of consciousness
for more than 24h, subdural hematoma or brain contusion
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{Lowenstein, 2009). History of CHNS infection was considered
significant if meningitis or encephalitis was confirmed by
lumbar puncture showing an inflammatory cellular response.
The presence of perinatal insults was based on history of
admission to a neonatal intensive care facility or respira-
tory distress at birth. Mental retardation (MR) was defined
according to the classification system of the DSM VTR by an
intelligence quotient {1Q) less than 70, onset before age 18,
and the existence of deficits or alterationsin the functioning
adaptive (Juhel, 1997).

Statistical analysis

The collected data were coded and entered into the SPSS
21.0 for Mac 05 X. First, we conducted a descriptive analysis
of cases involving the calculation of averages and standard
deviations for quantitative variables and percentages for
categorical variables. Univariate analysis (chi-square) was
carried out to determine factors influencing the patient and
control groups. The relative risk factors included in the uni-
variate analysis were estimated by odds ratio (OR) and the
95% confidence interval (Cl) calculated. Variables significant
at the 5% nominal level were considered for multivariate
analysis by logistic regression backward: conditicnal.

Results

A total of 303 individuals including 101 cases and 202 con-
trols participated in the study. The M/F raticin both caseand
control patients was 1.29. The mean age was 37 years and six
manths + 14 years, ranging from 16 to 67 years. Thirty-eight
subjects (9.2%) were under 20 years and twenty-three (7.6%)
were older than 60 years. The rate of parental consanguinity
was 36.6% in cases and 17.3% in controls.

The mean duration of follow-upin cases was 7 years and 4
manths + 4 years, with a minimum of two years and a max-
imum of 25 years. The medium age at seizure onset was
17 £ 9 years. Table 1 shows clinical characteristics of cases.

Univariate analysis

In univariate analysis, consanguinity, family history of
epilepsy in first- and second-degree relatives, history of
febrile seizures, antecedent of CNS infection, severe head
trauma and mental retardation were found to be signifi-
cantly associ ated with epilepsy (Table 7). Those factors were
entered into multiple logistic regression models, with prob-
ability for entry of the variables fixed at 0.05 and that for
removal at 0.10.

Multiple regression analysis

In the final multivariate model, Arst-degree consanguinity
{2.15, 1.08-4.30, P=0.029), history of epilepsy in first-
degree relatives (4.03, 1.86—8.66, P = 0.000), antecedent of
febrile seizures (538, 1.65-17.56, P= 0.005), mental retar-
dation (9.32, 1.91-45.5, P=0.006) and severe head trauma
(2.94, 1.18-7.27, P=0.020) emerged as strong independent
risk factors of epilepsy (Table 3).
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Table 1 Characteristics of 101 cases.
Characteristics of cases N %)
Type of selzures
Generalized 52(51.5)
Focal 45 (44.5)
Unclassified J40)
Status epilepticus B{7.9)
Syndromic classification
Genetic 21(20.9)
Familial tem poral lobe epilepsy 10(9.9)
Progressive myoclonic epilepsy 33
Juvenile myoclonic epilepsy Al
Genetic epilepsy with febrile seizures plus  3(3)
Juvenile absence epilepsy 1(1)
Structural/metabalic 32(31.6)
Unknown 4B (47.5)
Seizure controal B3(EZ.2)
Antiepileptic drug
Valproic acid 32317
Carbamazepin 24(23.7)
Levetiracetam 19(1E.E)
Larnatrigin 9(B.9)
Paolytherapy 17(16.8)
Discussion

The determination by a country of its own risk factors for
epilepsy will make an important contribution to the fight
against epilepsy. In this study, we caution that controls were
not healthy individuals but patients with cther neurclogical
disorders such as Parkinson’s disease, migraine, neurcpathy
and myasthenia.

The male-to-female ratio was 1.29. This male predomi-
nance is inline with previous reports (Attia-Romdhane et al.,
1993; Al Rajeh et al., 2001).

Idinpathic epilepsies represent up to 47% of all epilepsies
and they are assumed to have a strong genetic component,
being manogenic or oligo/ polygenic with different recur-
rence risks in the same family (Helbig et al., 2008). However,
even in monogenic epilepsy, additional genes and non-
genetic factors may modulate its expression, thus resulting
in incomplete penetrance and variable phenotype. Previous
twin studies have shown higher concordance in monozy-
gotic than dizygotic pairs; and estimates of heritability
vary between studies, with some estimates reaching 70%
(Berkovic et al., 1998; Kijeldsen et al., 2003; Miller et al.,
1998).

These data are consistent with the strong asscciation
we found with family history of epilepsy and further sup-
ported by previous research conducted in lran (Asadi-Fooya
and Hojabri, 2005), Jordan {Dacud et al., 2003), Tanzania
(Matuja et al., 2001), Kenya (Mung’ala-Odera et al., 2008)
and India (Mair and Thomas, 2004; Kannoth et al., 2009)
which also highlighted this association. However, it is well
known that epilepsy is a multifactorial disease, and we rec-
ognize that members of the same family may alsc share
other non-genetic factors such as socio-economic status,
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Table 2  Univariate analysis of the distribution of risk factors between controls and cases.
Variables with P=20% OR Cl 95% P
Gender

Female 1

Male 1.2 NE
Consanguinity

Mo 1 -

First-degree .71 [1.48-—4.94] 0.001

Second-degree .93 [1.0B—7.94] 0.034
Family histary of epilepsy

Mo 1 -

First-degree relatives 5.37 [2.64-10.91] 0.000

Second-degree relatives 387 [1.27—7.39] 0.017

Third-degree relatives 1.77 [0.68—4.74)] NS
Perinatal insults

Mo 1 -

Yes 1.60 [0.58—4.42] H&
Cerebrovascular diseases

Mo 1 =

Yes 1.18 [0.45-3.10] HS
History of febrile seizures

Mo 1 -

Wes 4.B1 [1.62—14.27] 0.005
CHS infectian

Mo 1 -

Yes 5.1 [1.21-27.33] 0.051
Severe head trauma

Mo 1 =

Yes 2.56 [1.10-5.95] 0.028
Mental retardation

Mo 1 -

Wes 14,62 [3.23—66.20] 0.000
Meurological impairment

Mo 1 -

Yes 1.10 [0.53-2.325] ME
Chranic alcohalism

Na 1 —

Yes 0.28 [0.03—1.81] NE
Illicte drug use

Mo 1 -

Yes 6.15 [0.63-59.91] 0.19

infectious diseases, malnutriticn and consumption of alcohol
or drugs (Birbeck et al., 2007; Horenha et al., 2007).
Earlier studies of the link between consanguinity and
epilepsy have produced conflicting results. Asadi-Pooya
(2005) reperted that the risk of epilepsy was 2.2 times higher
if parents were first cousins and 3.8 times higher if they were
second cousins. Choueird et al. (2001) compared the rate of
inbreeding among patients with incidental seizures, patients
with febrile seizures and patients with epilepsy. Inbreeding
rates were respectively 0%, 4% and 19.5%. Ancther study
by Ramasundrum and Tan, alse found an increased risk of

idicpathic and cryptegenic epilepsy in children born to con-
sanguineous marriages (Ramasundrum and Tan, 2004). These
results are in contrast with those of Dacud et al. (2003) who
did not find a significant association. Differences in sampling
methods, inclusion criteria and statistical analysis strategies
might explain the different results found in those studies.

In cur study, the higher rate of consanguinecus mar-
riages among cases (36.6%) vs controls (17.3%) may reflect
the social stigma toward individuals with epilepsy in Alge-
ria, making it mere cenvenient to enter into intra-familial
relationships.
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Table 3 Results of multiple logistic regression analysis.

Variables with P« 5% Adjusted OR Cl 95% P
Consanguinity

Mo 1 -

st degree 2.15 [1.08—4.30] 0.029

Ind degree 2.3 [0.77—6.91] M5
Family history of epilepsy

MNa 1 -

1st degree relatives 403 [1.BE—B.66) 0.000

Ind degree relatives .90 [0.91-9.25] N%

ird degree relatives 1.20 [0.40-3.61] NS
Histary of febrile seizures

Mo 1 -

Yes 5.3B [1.65-17.56] 0.005
Severe head trauma

Mo 1 =

Yes 194 [1.18-7.27] 0.020
Mental retardation

Mo 1 =

Yes 9.32 [1.91-45.5] 0.006

First-degree parental consanguinity seems to increase
the risk of developing both monecgenic and polygenic epilep-
sies by a factor of 2.15. There are several reasons why this
variable should be expected to have a significant effect:

- First, some epileptic syndromes in cur sample are prob-
ably monogenic and inherited as an autosomal recessive
trait. Indeed, it is admitted that consanguineous unions
increase the rate of homozygosity according to the prin-
ciple of identical by descent (Woods et al., 2006).

- On the other hand, recent progress in genetic analysis
revealed that only about 1—2% of genetic epilepsies seem
to be monogenic, whereas most of them are believed to be
polyeenic, such as childhood absence epilepsy (CAE), juve-
nile absence epilepsy (JAE), juvenile myoclenic epilepsy
{IME), and epilepsy with generalized tonic—clonic sefzures
on awakening (Weber and Lerche, 2008; Steinlein, 2008;
Lowenstein and Messing, 2007). Even in this forms of
epilepsy, consanguinity has an important role. Indeed,
during the last decade several studies have demonstrated
the significant effect of i nbreeding not only on single gene
disorders but also on numerous polygenic and multifac-
torial traits (Rudan et al., 2006). Moreover, accerding to
Bittles' explanations, consanguinity would be expected to
exert a great influence on the etiology of complex diseases
if rare autosomal recessive alleles are causally implicated
(Bittles and Black, 2010).

History of febrile seizures increased five-fold the risk
of developing epilepsy, which is consistent with results of
previous studies (Dacud et al., 2003; Cansu et al., 2007).
The strong asseciation with febrile seizures does not reflect
a causal relationship, but may mean that febrile seizures
represent an early expression of a low seizure threshold in
patients genetically predisposed to epilepsy. Indeed, febrile
seizures can be the gateway to a numercus genetic epileptic

syndromes such as Genetic Epilepsy with Febrile Seizures
Plus {GEFS+) (Goldberg-Stern et al., 2014), epileptic syn-
drome by febrile infection (FIRES) (Moreno de Flagae, 201 3),
severe myoclonic epilepsy in infancy (Dravet syndrome)
{Brunklaus and Zuberi, 2014) and temporal lobe epilepsy
(McClelland et al., 2011; Abou-Khalil et al., 2007).

In this study, the strong positive asscciation found
between mental retardation and epilepsy (P=0.006) con-
firms literature data. Several studies have reported an
increased prevalence of epilepsy among subjects with MR
compared to the general populaticn with rates ranging from
14% to 44% (Bowley and Kerr, 2000). Other studies have
shown an increased rate of MR in epileptic children com-
pared to healthy children (Wakamoto et al., 2000; Camfield
and Camfield, 2007). This may be explained by the exis-
tence of genetic factors contributing to vulnerability to bath
conditions simultanegusly. Indeed, syndromic entities with
menogenic forms of epilepsy and mental retardation are
typical situations of this comorbidity (Carrascosa-Romero
et al., 2012). Additionally, the cognitive decline cbserved in
some epileptic patients could be a secondary consequence
of anti-epileptic drugs, repeated injuries or anoxic episodes
during status epilepticus (Abou-Khalil and Schmidt, 2012;
Krsek et al., 2004).

The incidence of epilepsy after traumatic brain injury
has been studied in both adults and children (Cansu et al.,
2007). Generally these studies show an increased risk
of epilepsy after severe head injury. Inline with these
results, cur study showed that subjects with a history
of severe head trauma had a three times higher risk of
developing epilepsy compared to their controls. Yemadie
et al. (2012) found ne significant association between head
trauma and epilepsy. However, they defined head trauma
as head injury after rcad accident or war, with or with-
out coma and this broad definition may explain their
results.

308



Consanguinity and epilepsy

Annexes

15

In contrast with results reported by previcus studies
(Dacud et al., 2003; Kannoth et al., 2009), we did not find
significant asseciation between epilepsy and perinatal com-
plications. In our study 66.3% of cases and 68. 3% of controls
were bornin a suitable private or public facility which could
justify our results.

The concept of vascular epilepsy is not new. [t was con-
ceptualized by John Hughlings Jacksen in 1864 and William
Gowers in 1885, the latter having reported on 66 cases
of what he called ""post-hemiplegic epilepsy’’. Since the
work of these picneers, several epidemiclogical studies have
shown that stroke was the leading cause of epilepsy begin-
ning after the age of 60 years (Chen et al., 2013; Menon
and Shorvon, 2009). Inline with the study of Ogunniyi et al.
(1987) we have not found significant differences between
the two groups with regard to cerebrovascular disease. We
acknowledge though that the 6067 years age group repre-
sented only 7.4% of our study population.

Yemadje and colleagues found a strong association
between epilepsy and CHS infection but as pointed cut by
the author, Benin is an endemic area and the populaticn is
exposed to inappropriate self-medication (Yemadije et al.,
2012). In our study, although the CNSinfection was five times
mare frequent in cases than in controls, the association was
net statistically significant. This is probably due to the fact
that our study included all types of CNS infections whereas
other studies supporting statistical significance excluded
aseptic meningitis (Cansu et al., 2007).

We did not find an asscciation between chronic alce-
helism, illicit drug intake and epilepsy. We believe that the
percentage of alcoholics and drug addicts among cases and
controls is underestimated — the majority of patients will
not admit consummation of these products since it remains
a taboo subject within cur society.

Contrary to previous reports (Cansu et al., 2007), we did
not find any association between neurological deficit and
epilepsy, probably because control patients were recruited
at the Neurology Department where they were already being
treated for a chronic disease.

The limitations of cur study should be highlighted. This
was a hospital-based study so the study population was
not representative of general population. Nevertheless we
believe the findings of this study will draw attention to the
possible risk factors of epilepsy within our everyday clini-
cal environment. The study was retrospective and was thus
exposed to bias in data collection. Although we made sev-
eral efforts to obtain complete patient details and verify
the accuracy of this information against official records,
such efforts were not entirely successful. For example, it
was difficult to obtain birth history, particularly for elderly
patients, more than a third of whomwere born at home and
had no document to confirm their statements. This exposed
the study to recall bias. The study alse lacks genetic analysis
because of financial and technical impediments.

Conclusion

While this retrospective study has some limitations, it
is the first report from Algeria studying the relationship
between consanguinity and epilepsy. First-degree parental
censanguinity, family history of epilepsy, history of febrile
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cenvulsions, severe head trauma and mental retardation
were shown to have a statistically significant asscciation
with epilepsy in patients attending Oran University Hospi-
tal. Qur results provide support for the interplay between
genetic predisposition and acquired environmental factors
in the pathogenesis of epilepsy. These findings deserve spe-
cial attenticn and reguire the implementaticn of a strategy
for prevention and awareness of the adverse consequences
of inter family marriages. Increasing public literacy about
censanguinity could be achieved by providing proper educa-
tion and training to primary health care woerkerson all health
and social issues related to inbreeding. Genetic counseling
for couples with a family history of epilepsy is also neces-
sary. We believe that further prospective investigations into
the above clinical and genetic facters are bound to improve
our understanding of the biclegical and clinical phencmenal-
oy associated with epilepsy. Based on these findings, we
plan to establish a research program in order to identify
susceptibility genes to epilepsy in consanguineous families
where several individuals are affected. The identification of
these genes could lead to a better understanding of epilepsy
mechanisms.
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Abstract Received Date: February 24, 2016
Purpose: The poal of this retrospective study is to identify eadv predictors of in- Accepted Date: April 04, 2016
tractable epil epsw Published Date: April 08, 2016

Methods: This case-control study conducted from January 2007 to December 2002

included 106 patients with drug-resistant epilepsy and 212 controls with well-con- Citation: Chentouf, A., ctal, Early
trolled epilepsy. Univarate and multivariate analysis of predictive factors of refrac- Predictors of Reftactory Epilepsy in Oran,
toriness were performed using logistic regression, Alperia: A Case-Control Study. (2016) Int
Results: In the final model, four factors significantly associated with intractable ep- J Meurol Brain Disord 3(2): 1- 5.

ilepsy wene identified: actiology (p= 0,001) high initial seizure frequency (p< 104,

status epilepticus (p= 0,002}, and initial myoclonic seures (p< 107, DO : 10,1 5436,/2377-1348, 16,030
Conclusion; Our findings suggest that the risk of developing drug resistant epilepsy

could be predicted at an carly stage of the disecase by some clinical features. This

could help the clinicians to make the best therapy decisions and improve patient’s

quality of i fz. CrosaMark

Introduction

Epilepsy isa commaon neurological disease charctenized by recurrent and unprovoked seizures, According to data from
WH, there is more than 50 million people with epilepsy worldwide!'!, In 2/3 of cases, seteures can be well contralled by antie-
pileptic drgs (AEDs), but in the remaining third, seizures still un-controlled®, Patients in this latter group are defined as having
intractable epilepsy and are at ncreased risk of injury and death due to poorly controlled setzures, They also are subject to muliple
trials of AEDs, often at high doses thatresult in adverse effects, Furthermore, they have higher rates of cognitive, physical and psy-
chiatric comorbidities; tend to be socially solated; face social stigma; and have poorer quality of life than those with non-intrmctable
epilepsy®, Earl v ident ification of drug resistant epilepsy (DRE) is essential to avoid further futile therapies that could be harmful,
to optimize long-tern oucomes, and to decrease the burden of care.

Although several studies have investigated the predictors of medieal intraetability, the results were highly variable, Di ffer-
enees insampling methods, inclusion eriteria and particulary in DRE definitions might explain the discrepant resuls™ '™,
In Algera, the magnitnde of drug resisiant epilepsy (DRE) is unknown. Indeed, very few epidemiological studies on epilepsy have
heen published!' and then: is no data available on predictors of refmetory epilepsy. Early identification of these patients would be
essential in a developing country such as Algeria, where neurologists are facing challenges in both medical and surgical management
of DRE.

Materials and Methods

This retrospective case—control study was carried-out at the Department of Neurology in Oran, Algeria from January 2007
to December 2012, in consecutive ape matched patients who attended our epilepsy unit. The study included patients from 3 to 75
vears of age, All were diagnosed with epilepsy by the same epileptologist (AC),
We excluded patients whose setzures wene uncontrolled due to poor treatment adherence or subtherapeatic serum drog levels,
Cases with intractable epilepsy were consecutively recruited, Comtrols consisted of consecutive age matched patientsat-

F@Iﬂr Copyrights: © 2016 Chentouf, A. Thisisan Open aceess articl e distributed under the teems of Creative Commons
Adftribution 4.0 Intemational License,
Chentouf, A, et al. 1 It | Mewral Brain Dsord | Valume 3: Bsue2
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tending cur epilepsy unit, who had noe seizures during the last six
manths, Both cases and controls wen: evaluated regularly every
three months.

Definitions

Epilepsy was defined as a predisposition to unprovoked
seizures, For each patient, epileptic syndrome and sei zures were
defined according tothe Intemational Leapue apainst Epilepsy
(ILAE) Commission on Classification and Terminology 2005
2009 Report! ',

DRE was defined as the failure of adequate toals of
two tolerated, appropriately chosen and used antiepileptic drug
(AED) schedules (whether as mono-therapies of in combination )
to achieve sustained seizure freedom!™, An AEIDD trial was con-
sidered a failure i setzures persisted at the maximally tolerated
dose, We defined controlled epilepsy as the ghsence of seizunes
for at least six months.

Status epilepticus was defined acconding to 1LAE as
any seizure lasting at least 30 minutes or repeated seizures over
a period of 30minutes or more, without recovery of conscious-
ness! L A family history of epilepsy was defined as unprovoked
seizures ocourring in first-degree relatives, Neurodevelopmental
delay was diagnosed based on clinical assessment completed by
2 neuropsychological evaluation, Neurgimaging was classified
as normal or abnormal,

Data collection

Both of the epileptic groups were questioned on their
medical history, and the clinical features of seizunss wene noted.
These included: pender, perinatal history, history of febr lefneo-
natal sevzures, ape at onset of setzures, nital setore type, and
initizl seizure frequency before treatment, outcome of the first
AED trial, history of inaugural status epilepticus, neum devel-
opmental status, severe head trauma andfamily history of seizure
disorders. According topatient’s history, clinical features, elec-
troencephal ography (EEG) recordsand brain imaging findings,
theaetiologywas clussified as penetic, structural'metabolic, or
unknown, The appropriate antiepileptic dmg was prescribed-
taking into account sereures type, side effects, and miermcton
profiles of the available drugs.

All patients enrolled in this study provided their written
informed consent.

Statistical analvsis

Demogmphic details, clinical characteristics and other
relevant data wereanalysed using statistical package SPSS (ver-
sion 21,0 for Mac 0% X). The assoctation of each factor o the
dependent variable was calculated from 2 = 2 tables, using a X*
test of association, and a p-value of < 0,05 was considered sig-
nificantly. A univadate comparison between controls and cases
wis done for each potential predictor o caleulate Odds Ratio
(OR) and 95% Confidence Interval (CI). Finally, variables sig-

nificant at the 5% nominal level were considersd for multivari-
ate analysis by logistic regression stepwise.

Results

Patient profiles
Actotal of 303 individuals including 106 cases (with DEE epilep-
sv) and 212 contrals (with well controlled epilepsy) participated

wwwammegionlinearg 2
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in the study. The mean age was 33,8 £ 14 vears, ranging from 3
tor 75 wears. In both case and contmol patients, there was a slight
male predominance.

Clinical features

A comparison between cases and controls reparding
clinical charmcteristics revealed several statistically significant
differences (Table 1), Most contrals (90.1%) bepan their sei-
zures after age two vears, while 21% of cases had a seizure on-
set hefore the age of two vears, Genentlized seizures were more
frequent in controls than in cases (p < 107). Epileptic syndromes
were clagsified as structural/metabolicin more than third of cas-
¢85, whereas in controls, theee was a clear predominance of genet-
i epilepsies, 85% of controls wene on monotherapy and around
0% of cases were on more than one AED.

Table 1: Comparisen of clinical features between cases and

controls,
Cases Controls .

Clinical features (n=106) |@n=212) P-Value
Age at onset
< 2 years 24(20.8%) [ 21(99%) [0.008
=2 years B4 (79.2%) | 191(90.1%%)
Crender
Male BI(57.5%) | 111(52.4%) [0.350
Female A5(42,5%) | 10147.6%)
Initial sefzure type
Creneral tzed 42(42.9%) | 14570%) | 0.000
Focal 49(5074) 0] 29%4)
Genemlized and focal | 7(7.1%) 20 1%}
Aetiology
Cienetic JE32.0%) | 9745, 8%) | 0,000
Structural’ Metabolic | 40037.7%) [ 46(21.7%)
Unknown I230.2%%) | 69(32,5%)
Current number of antiepileptic drog
0 0%} A4.2%) 0,000
Manaotherapy 12(11.3%) | 179(84.4%)
Bitherapy TAT4L5%) | 24(11.3%)
polytherpy I5(14.2%) | (03]
Current seizure frequency

|-4/'month 43(40.6%)

1-f'week A9(46,2%)

=1/ day 14(13.2%)

Univariate analysis

In univarigte analysis, age at onset, initial myoclonic
seizures, seizure frequency befone treatment, actiology, history
of neonatal seizures, history of status epilepticus, neuro-devel-
opmental delay and neurological ahnormalities, were found o
be significantly associated with DRE (Table 2). Those factors
were entered into multiple logistic regression models, with prob-
ability for entry of the vadables fixed at 0,05 and that for remov-
al at 0,10,

Int] Meurol Brain Disord | MVolume 3: Lssue 2
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Table 2: Univarate analysis

Variableswith p<20% |OR | C195% | P-Value
Gender
Female 1 - W&
Male 0.5l [0.51-1.30]
Ape at onset
=2 vears 1 - 0.0049
<= 2 yeprs 2,34 [1.24-4,57]
Seizure frequency before treatment
<l/maonth 1 . 0.000
=1/manth 2,73 [1.83-3.63]
Initial myoclonic seizures
Mo 1 . 0.000
Yes 378 [1.81-7.90]
Aetiology
Genetic 1 - 0017
Unknown 1.36 [0.76-2.45]
Structurl/Metabolic | 2.29 [1.29-4.05]
Imitial status epilepticos
Mo 1 - 0,000
Yes 5.42 [2.61-11.26]
Family history of epilepsy
No | - NS
Yes 1,02 [0.58-1.80]
History of febrile seizures
No | - NS
Yos 1.91 [0.99-3.66]
Meon atal seizures
No | - [IXICE
s 3,30 [1.01-9,59]
Meurologic impairment
No | - 0,000
Yes 4.9 [2.25-11.05]
MNeurodevelopmental delay
Mo 1 - 0,004
Yes 2,06 [1.37-5.17]
Failu re of first AED
Mo 1 . 0.000
Yes 2LE9 | [11.99.39.97)

Multiple regression analysis

As fuilure of adequate AED trials is incorpomted in the
definition of intretability, this varghle is ingxtricably linked to
intractahle epilepsy and can no longer be considered as a prog-
nostic factor, Furthermore, we found multi-collinearity hetween
several variables such as aetiology, focal seitzures, neurologic
impaimmentand bram imagng abnormalities; so we decided not
to enter the last three variables in the initial model. We also ex-
amined interactions between variables, such as age at onset and
astiology.

In the final multivariate modelby stepwise logistic re-
gression, hipgh initial seteure frequency (p < 107, initial myoc-
lonic seizures (p < 107}, a previous history of status epilepticus
(p = 0,002}, and acticlogy (p = 0L001) emerped as strong inde-
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pendent prognostic factors of intractability in patients with epi-
lepsy (Tahle 3).

Table 3: Multivariate analysis

Variables with p< 5% |ORa  [C195% | P-value
Imitial seteure frequency
< l/maonth 1 - 0.000
=1 /month 2,58 [ 1.68-3,44]
Inmitial status epilepticus
No | - 0.002
Yes 3,594 [ 1.66-9,36]
Actiology
Crenetic 1 - 0,001
Unknown 2491 [1.38-6.16]
StructuralMetabolic | 3,75 [1.80-7.85]
Initial myoclonic seizures
No 1 . 0.000
s B.33 [3.27-21.21]
Discussion

Determining the prognosis of patients with epilepsy isa
challenging task, The risk assessment of a patient can be usefl
in adapting the therapeutic strategy.

Refractory patients have a higher risk of premature
death, trauma, psyvchosocial difficulties, and reduced quality of
life!"", These patients are peneral by treated with multiple AEDs,
which in combination can lead to cognitive and behavioural dis-
orders, Knowledge of prognostic factors at an early therapeutic
stape of epilepsy could facilitate patient management.

Previous studies hawve reported a slight predominance
of epilepsy in males than in fernales”®, The eact cause of this
mile predominance is not known, However, gender was not 4
predictor of dg resistance in the present study, This result 15 in
apgreement with the findings of Kwan and Brodie!',

The first factor stronply correlated in the literature with
the risk of developing refractoriness is the aetiology of epilep-
sy. Our study showed that the actiology of epilepsy is an im-
portant predictor of treatment response, This is in agreement
with findings by Berg ¢t al who reported intractable seizures in
34.6% of children with symptomatic/eryptogenic and 2, 7% with
idiopathic genemlized childhood epilepsy. In their prospective
evaluation of 613 patients, a symptomatic actiology was signifi-
cantly frequent in the proup with DRE"Y, Furthermaore, several
large cohort studies have been performed on the prediction of
setune remission, among which the UK Mational Geneml Prc-
tice Study of Epilepsy'™ and the Dutch Study of Epilepsy in
Childhood™, These identified prognostic factors such as idio-
pathic actiology, related to long lasting seizure remission as the
oppasite of intmetability. In a previous report aiming to docu-
ment the clinical chametedstics and inheritance pattern of pe-
netic epilepsy in Alperian fimilies, setzoare control was achisved
in 21 patients (52.5%) using mono or polvtherapy. Twenty-cight
{7T0Ra) were setzure-free for 3 months and two (5%) have been
weaned for 10 vears™". These results might sugpest that penetic
aetiology is predictive of better seizure control,

In the present study, the high seizures frequency before
initiation of the first ARD was shown to be a predictive factor of
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refractory epilepsy. This is in ling with the results of Chawla et
al. Who observed thet 76% of cases vs 22% of controls had one
of morce scizurcs per dayv (< 0.001%, In the sample of Tac-
sung and Holmes, daily seizureswere reported in 50,.7% of cascs
and 25.6% of controls (p < 0,001 %7, In their multivariate analy-
sis, Huang ct al, reported & high risk of refractoriness (OR; 6,54,
Cl: 3.13-13.7) in paticnts who have expericnced more than ten
scizures before treatment™, The high initial setzure frequency
could cause brain injuries leading o intractability.

Previous studies have shown that myoclonic seizures
were predictive of drug resistance™ ! while others have found
no relationship between DRE and setzure type™. In our study,
initial myoclonic seizures were significantly asseciated with in-
tractability (p < 107%), Indeed, most epilepsics with myoclonic
scizurcs such as juvenile myoclonic cpilepsy, progressive my-
oclonic epilepsy and scvere myoclonic cpilepsy in infancy are
drug-resistant of drug dependent.

Initial status cpilepticus was an important factor for
predicting development of DRE, which was in agreement with
several studics™ 7, However, some studies did not confirm this
association'™, Nevertheless, we cannol conclude whether status
epilepticus history 15 & predictor of drug resistance or the conse-
quence of poor scizure control. Further prospective studics may
provide answers to this question.

A significant proportion of available studies observed a
higher risk of DRE in patients whose disease has sppeared at a
voung age " In our study, this asseciation was obscrved in
univariate analvsis, however, without statistical significance in
mullivanale analysis.

History of neonatal scirures was alse correlated with
DRE but onlv in univariable anabysis™**", Similarly, in our
sample, we observed & significant tendency towards a higher risk
of refractory epilepsy in this siluation, but the association was
not significant in multivarizble analysis,

Developmental delay was observed in 20.8% of cascs
v, 9% of controls, but significant association was obtained only
inunivarizle analysis. Thisis in line with results of several stud-
H.-'bl I_'1'_F.'_I

We have not found any predictive value for family his-
tory of epilepsy in first-degree relatives. Studies aiming toassess
the association between lamily history and intrectability failed
toresch statistical significance of this association! ™,

This could be explained bv the fact that genetic epilep-
sics arc probably of better prognosis than symptomatic cpilep-
sies,

The incidence of febrile setzures (FS) in the general
population is 3 to 4%. In our study, FS were found in 19% of
cascs vs 10% of controls. Despite this result, FS were not pre-
dictive of unlavourable oulcome. Some authors have even con-
cluded that the history of FS was & protective factor against in-
tractability ],

The prescnt study has scveral limitations: it was con-
ducted inan epilepsy unit, where patients with relractory epilep-
sy are often referred for reassessment, so the study populstion
was not representative of the population concerned. In addi-
tion, although we collected data prospectively, the study could
be subject w recall bizs. We believe that additional prospective
populztion-based studies, considering also new predictors such
as pharmacological, genctic, neurcbielogical, and immunclogi-
cal factors, are warranted. Such studies could facilitate patient
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management and stimulate the development of more ellective
therapeutic strategies, reducing the medico-social and cconomic
burden of intractable epilepsy.

In conclusion, our findings suppest that some clinical leatures
can predict intractability in patients with cpilepsy, Early iden-
tification of thesc paticnts allows their transfer to specialized
centres where & neurosurgical treztment should be considered.
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Abstract

Temporal lobe epilepsy (TLE) is a common epilepsy syndrome with a complex etiology. Despite evidence for the participation
of genetic factors, the genetic basis of TLE remains largely unknown. A role for the galanin neuropeptide in the regulation of
epileptic seizures has been established in animal models more than two decades ago. However, until now there was no report
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of pathogenic mutationsin GAL, the galanin-encoding pene, and thereforeits rolein human epilepsy wasnot established. Here,
we studied a family with a pair of monezygetic twins affected by TLE and two unaffected siblings born te healthy parents,
Exome sequencing revealed that both twins carried a novel de nove mutation [ pA39E) in the GAL gene. Functional analysis
revealed that the p A3SE mutant showed antagonistic activity against galanin receptor 1 (GalR1)-mediated response, and
decreased binding affinity and reduced agonist properties for GalK2, These findings suggest thatthe p A39E mutant could impair
palanin signaling in the hippecampus, leading te increased glutamatergic excitation and ultimately te TLE. In a cohort of 582
cases, we did not chserve any pathogenic mutationsindicating that mutations in GAL are a rare cause of TLE. The identification
of a novel de novo mutatien in a biclogically-relevant candid ate gene, coupled with functional evidence that the mutant protein
disrupts galanin signaling, strongly supports GAL as the causal gene for the TLE in this family. Given the availahility of galanin
aponists which inhibit seizures, cur findings could potentially have direct implications for the development of anti-epileptic

treatment,

Introduction

Temporal lobe epilepsy [TLE) is the most common partial epl
lepsy in adults (1), Orginally considered as an acquired condi-
tion, twin studies and the description of familizl forms have
demanstrated the impartance of genetic fectors in TLE (23], Up
to date, two genes [LGI1 and DEPDCS) have been found mutated
in familizal temporl lobe epilepsies; the LGIT gene (leudne-rich,
glioma inactivated 1) has been found mutated in autosomal
dorminant lateral ternporal lobe epilepsy (ADTLE), and these mu-
tations lead to failure of glutamate me-uptake resulting in ele-
vated plutamate concentration and increased sctvation of
NMDA rece ptors in the pyramidal newrons, causing epileptic sei-
zures (4], Recently, the DEPDCS gene (dishvelled, Egl-10 and
pleckstrin domain -montaining protein 5) his been found mutated
in farniial partial epilepsy with variable fod (FREVE] (5), DEPDCS
i5 partof the GATOR corm plex and negatively regulates the mTOR
pathway which contrals numerous functions induding cellular
praliferation, protein synthesis, and trransaiption [6),

The galanin neurapeptide was discovered more than 30 years
apo arnd described &5 being able to contract smooth musde and
ceuse hyperglycemiz (7). Galanin is 30-amino-acid peptide
produced from the cleavage of & 17 3-amino-acid protein precur-
sor encoded by the galanin/GMAFP prepropeptide pene [GAL;
MNM_015573.3). The GAL pene contains 5 coding exons among
which exons 2 and 3 encode for galanin, The galanin neuro-
peptde acts &5 a cellular messenger within the central and per-
ipheral nervous systemns, modulating diverse physiological
functions (8}, In 1992, Mazarati and collaborators fest demon
strated that galanin has anticonvalsivant sctivity in rodents (3],
Ower the past two decades, significant progress has been made
in the understanding of the mle of galanin 2s an endogenous in-
hibitar of epileptic activity s well a5 in deciphering the invobee-
ment af three G-protein-coupled galanin receptars (GalR1, 2 and 3),
Galanin, which is highly expressed in the hippocampus, exerts
an inhibitory effect on glutam atergic transmission through the
activation of GalR1 and GalRZ, ultimately inhibiting epileptic sei-
zures (1), Theanticonvulsivant effects of galanin have prompted
the development of agonists as well as encapsulated galanin-
producing cells in the prospect of designing galanin-based anti-
epileptc strategy (11,13, Despite all the past knowledge and
advanced understanding of the anticonvulsivant properties of
galanin, there has not been yet any evidence for pathogenic mu
tations in the human galanin gene related to epilepsy,

Here, we repart on the identification of & missense mutation
[P A3SE) in exon 2 of the GAL gene, which encodes for galanin,
in patients with TLE, We have shown that this galanin mutant af-
fects galanin hindin g to receptors and downstream signaling and
may ultimately lead to TLE. The results aof our stdy further

strengthen the role of galanin in epilepsy and could have direct
implications for patient care.

Results
Exome sequencing data

Whaole exome sequencing was carried out on the parents-child
trio (individuals [-1, 1-2 and [1-3; Fig. 1}. On average, we produced
262 (9.3 5D) million reads per sample, 255 (<88 504 million were
properly paired and mapped uniquely to the referencoe genome
(hgld), 233 (=82 50} million reads rernained after rernoval af du
plicate reads, and armong these, 165 (£5.3 S0} million were on tar
get. This resulted in an average coverage of at least Bx for 97 43%
[#0.04 50} of the coding part of the RefSeq genes, An average of
FFALR [£21050) variants was detected per individual, Supple-
mentary Material, Table 51 provides a summary of the exome se-
quendng results for each individual.

Identification of de novo and recessive variants

In the shsence of positive family history of seizures or other
neurological manifestations, we hypothesized that the affected
maonozypotic twins were sporadic cases and looked for pathogen-
icde nove mutationsin one memberof the twin pair (individual [I-
3. We identified ? de novo single nucleotide variants [SNVs)
[Table 1). All small insertions/deletions (indels) classified as de
novo were rejected during visual inspection mainly due to miscal-
ling af indels in homopolymer trects or rinucleotide repeasts
[data not shown), The first de nowe SHW resulted in an sspartic
add to glydne change at position 137 of the cysteine.dch seae
tory protein LOCL domain-containing 2 precursor (CRISPLEDE)
gene (e A4106; pD1EFG), The secand variant caused an alanine
to glutamic add substiuton at position 39 of the galanin/
CGMAP prepropeptide [GAL) gene [c01164; pASIE]L These two
variants were novel, not present in dbSMPv13E nor in the
Exome Agprepation Consortium [ExAC) database and were classi-
fied &s damaging by SIFT, Polyphen? and Mutation taster
[Table 1). Up to date, CRISPLD 2 has never been associated with
seizures or epilepsy but with non-syndromic cleft lip with or
without cleft palate in seversl studies [13-15) except for one
[18). The unaffected sister ([[-1) did not carmry this variant. How-
ever, as none of the twins presented with this condition, this
e wans not further considened,

We also investigated the possibility of a reoessive model and
looked for the presence of homozygote or compound heterozy
gobe mutations in the twins, We identified three genes (BOR,
MYO9A and SHITCI) with mutations compatible with an
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Figura 1. Pedigres structure af Gamily EF-0RA-AFF. Sanper sequencing traces showing the 01168 (p.A39E] mutatian in ecoon 2 of the GAL gene, The black areows indicate

the variant present in both affected owins (I1-3 and -4}

Table 1, List ol validated de now varants

Chr Position Gene [Acc, number) MNucl change Ad change T SIFT FF2? MT GERF
11 BH'353 b6 GAL [NM_015%73.3) €. C118A PAIEE 370 Q 053 0.598 245
16 B4'BEI42 CRISPLDZ (MM (31476.9) . AA106G pOIEAYG 140 0.02 099 0.99 503

SIET, Sarting Intalerant from Talerant algorithm; FF2, Polyphen; MT, MutationTaster; GERP, Senamic Evolutionary Rate Profling scare.

Cov.®: Number of reads after the removal of duplicates that covers this position.

DP48; Numiber af reads after the remeval of duplicates that supparts fram left ta right: forward referencoe alkele—reverse reference allele—foeward mutant allele—reverse
mutant allele, Sum can be smaller than coverage bocause low-guality hases are nat counted

autasomal recessive mode of inheritanee (Supplementary Mater-
ial, Table 57}, However, none of these penes has been linked to
epilepsy. The BCR gene is the site of brezkpoints used in the gen-
emtion of the ¥ alternative forms of the Philadelphia chroma-
some translocation found in chronic myeloid leukemia and
acute lymphocoytic leukemia [OMIM#151410). The MYD9A and
SHETCI genes have not been associated with disorders. These
genes were not further considered.

The galanin neuropeptide was found to sct &s a potent antic-
onvulsivant and regulate epileptic seizures in animal models (17,
for review), However, until now its rale in human epilepsy was
notestablished, All Carnily rrembers were subsequently screened
for the p[AS9E) mutation using Sanger sequencing, We con
firrmved the weild-type allele in both parents and the unafected
sister and the mutated allele in bath affected twins [Fig. 1),

The 30-amino-add galanin is located at position 33 to 62 of
the 1Zi-amino-add galanin/GMAP prepropeptide which also
comprises & 5'-hydmophobicsignal peptide and & 3 -galanin mes-
sege-zssociated peptide [GMAP). These peptides are released
upon deavage at two Lysine-Arginine (KB} dibasic sites located

an either side of galanin (18], The p,[A%9E) mutation affects the
alanine at position 39 of the GAL prepropeptide (galanin precur-
sor), which comesponds to the Fth residue of the 30-amino-acid
mature galanin peptide. The first 15 residues of galanin arehighly
conserved throughout evalution and crucial for its hiclogical &c-
tivity [Fig. 7). The last 15 residues, which zre less conserved, lack
receptor affinity and are believed to protect the C-terminal half
from proteolysis (19-21).

Screening of the GAL gene for mutations in patients
with focal epilepsy (FE)

To further appreciate the contibution of galanin mutatonsin FE
inhurmans, we performed mutation analysis of coding sequences
and splice site junctions of exons 2 and 3 of the CAL gene, which
ercode for the galanin neuropeptide, in 530 individuals with TLE
ard 52 patients with various types of focal epilepsies, We also
analyzed exon 1 to seek for poten al nonsense and frameshift
it Hons, We did not find any potential pathogenic mutations
sugpesting that GAL mutations are a rare cause of TLE,

319



Nanan

Gibbon

Baboon

Marmoset

Gorilla

Squirrel monkey
Crab-eating macagque
Lesser_Egyptlien jerboa
Chinese _tree shrew
Mouse

Rat

Chinese hamater
Cape_golden_mole
Guinea_pig
Chinchillia
Prairie_vole

Pika

Squirsel

rig
White_rhinoceros
Alpaca
Bactrian_canel
Dolphin
Killer_whale

Cat

tog

Cow

Feorcet
Pacific_walruns
Sheep
Domestic_goat
Weddell seal
David's_myotis bat
Microbat
Big_brown_bat
Tibetan_antelcpe
flozse

Shrew

Llephant
Cape_elephant _shrew
Wallaby

Opossum

Armadillo
Aazdvark
Tasmanian devil
Zebeca_finch
Tibetan ground Jay
Turkey
Spiny_softshell turtle
Green_seaturtle
Medaka

Lamprey
Spotted_gar

Figure 2, Multiple species alig: of the predi

Annexes

Human Molecular Genetics, 2015, Val. 24, No. 11 | 3085

GUTINSAGYLLGPRAVGNNRSFSORNGLTS
GRTLNSAGY LLGPRAVGNHRSFSOKNGLTS
GHTLNSAGY LLGPHAVGNHRS ESOKNGLTS
GUTLNSAGY LLGPRAVGNHRSFSOKLGLTS
GUTLNSAGYLLGPRAVGNHRSFSDKNGLTS
GWTLNSAGYLLGPHAIDNHRSFSDKRGLTG
GHTLNSASYLLGPRAVGNHRSFSOENGLTS
CWTINSASYLLGPEAI DNHRSFHEKHGLAG
CHTINEAGYLLGPHAVORARSLHEKHGLAG
GUTINSAGYLIGPRATDNHRSFSORNGLTG
GUTLNSAGY LIGPHAVGRHRSFSOKNGLTS
GUTLNSAGYLIGPHATDENRSFSDRNGLTG
GWTMNSAGY LLGPOAMDKHR PLOEKQDLAG
GHTLNSAGYLLGPYATDHHRSFSORHGLAG
GHTLNSAGY LLGPRAVDNHRSFSDKHGLAG
GWTLNSAGYLLGPHAIDNHRSFNDKHGLTG
GHTINSAGYLIGPRERI DNHRSPRUKHGLAG
GHTINSAGYLIGPRAIDNARSFPOQSSIAG
GUTLNSAGYLIGPRAIDTHRS LSDRAGLAG
GRTLNSAGYLLGPHAIONHRS FHORNGLAG
GUTLNSAGY LLGPHA I DNHRSFODKHGLAG
GUTLNSAGYLLGPHALDNHRSFQOKHGLAG
GWTLNSAGYLLGPHAIDNHRSFNDKHGLTG
OWTLNSASYLLGPEAI DNHRSFHOKHGETG
GWTLNSAGSYLLGPRAIONHRSFQEKPGLTG
OWTILNSAGYLLGPRAI DNHRSFHEKPGLTOG
CHTINEAGYLIGPHALDSARS FODKHGLAG
GNTINSAGYLLGPHAIDNHRSLHEKPGLAG
GHTLNSAGYLIGPHATDNHRSFOEKPGLTG
GHTLNSAGY LLGPHAVNRNRS INDENGY 56
GNTLNSAGYLLGERAI ONHRSFHDKHGLAG
GHTLNSAGYLLGPHATDNHRSFHEKPGLTG
GHTLNSVGY LLGPRAVONLRSFHDKHGLAG
GWTLNSAGYLLGPNAVONHRSFHDKHGLAG
GRTINSAGYLLGPRAVONHRSFHURHSLAG
GHTINSAGYLLGPHAI DNHRSLHDKAGLAG
GUTLNSAGYLLGPHAIDNHRSFHDRHGLAG
GHTLNSAGYLLGPHAVONHRSFNDKHGLAG
GHTLNSASYLIGPHAIONHRSFHERNGLAG
GUTLNSAGYLIGPHAL DRHRSFUEKHGLAG
GUTLNSAGYLLGPHAVONHRSLNDEHGLAG
GWTLNSAGYLLGPEAVONHRSFNOKHGLAG
GWTLNSAGYLLGPHAVONHRSFHDEHGLAG
GWTLNSAGYLLGPRAVONHRSFQERHGLTG
CHTLNSASYLIGPHAVGNRRSFSOKLGLTS
GHTLNSACYLLGPHAI DNRRSFHOKYGLAG
GUTINSAGYLLGPRAVGNHRSFNDRNGLTS
CHTLNSAGY LLGPHAVONHRS FNDRHGETG
GHTLNSAGY LLGPRAVONHRSFRDKNGLAG
GHTLNSAGYLLGEHAVORHRSFNOKHGLAG
GWTLNSAGYLLGPEAIDRHGSFHOKHGETG
GWTLNSAGYLLGPNAVONHRSFNDKHGLAG
GHTLNSAGYLLGPEAVONHRSLSDKHGLAG

d amino-ackd sequences of the galanin peptide and flanking deavage sites produced using the 100-way muitZ new

(hg19) optian in Galaxy (https.fusegalaxy.org/). The flanking divasic Arg-lys (KR) cleavage sites are deplcted in green, Red arrows polnt to the residue found mutated in TLE

patients {p.ASIE.

Functional analysis of the p.(A39E) mutation

Galanin-receptor affinity analysis

Displacement studies of '*I-galanin with hGal(WT) or hGal
(A39E) peptides, wereperformed on cell membranes from human
Bowes melanoma cells endogenously expressing human GalR1
(hGalR1}, CHO cells stably transfected with human GalR2
(hGalR2) and finally Flp-In T-REx 293 cells with inducible expres-
sion of human GalR3 (hGalR3), When compared to that of hGal
(WT), hGal(A39E) peptide showed similar binding affinities to
hGalR1 {t-test two-tailed P-value «0.25) and hGalR3 (t-test two-
tailed; P-value «0.10) but significantly decreased affinities to

hGalR2 (t-test two-tailed P-value =0.03; Fig. 3 and Table 2). hGal
(A39E) peptide also showed preferred binding to hGalR1 with a
8-fold selectivity when compared to hGalR2 and 259-fold select-
ivity when compared to hGalIR3 (Table 2),

Galanin signaling analysis

Bowes cells expressing hGalR1 were pre-incubated with increas-
ing concentrations of hGal(A39E) peptide (from 0.1 nM to 10 uM)
for 1h before being stimulated with 100nM hGal(WT). Cell
index was monitored before and after the addition of the pep-
tides. hGal(wT) peptide showed a halfl maximal effective
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concentration (EC.q) value aof 224 £ 2,56 nm (Fig. 4}, hGal{A39E)
peptide exhibited a dose-dependent inhibition of the hGal(WT)
respanse, with an hall maximal inhibitory concentration (10.5)
value of 4855 + 1246 np, suggesting that hGal(A3S9E) acts as an
antagonist af galanin GalRl-mediated signaling [Fig. 4],

Signal transduction was examined by assessing the ability to
stimulate inosital phosphate (IP) producton in CHO cells expres-
sing hGalRZ. Both hGal[WT) and hGal[A39E) peptides stimulated
[P production (Fig. 5. hGal[WT) stimulated [P production with &
ECzqvalue of 171+ 937 nu, whereas hGal[AZ9E) showed a2 statis-
tically significant higher ECoq value of 1243 £ 103 nw (t-test twao-
tailed, P-value =0,0005) indicating that this mutant is a 7-fold
less potent activator of hGalR2 (Fig. 5). The additive effect of dif-
ferent concentrmtions of hGal(A39E) on [P production obtained
with 100 nm hGal(WT) was also assessed. hGal[A3SE) showed a
statistically significant sdditive effect starting from conoentm
tion of 1pm [oneway ANOVA, Povalue < 0001, Fig, 8], Indeed, an
inerease in [P production was observed when CHO cells were
co-stimulated with hGal W) & nd hGal (A%9E) com pared to stimu-
lation with hGallWT) alone sugpesting that hGal[AS9E) acts as a

A 150- -+ hGalR
- hiGalg

5} 1004 == Mo

£8

£8 s

=25

[ %

-ﬂ- =10 -8 -6 -4 -2
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Fipure 3. Galanin-receptors binding studies: Displacement of percine-[1250]-
galanin from membranes by peptide hGal0WT) (A) or hGal(A39E) (Bl
Membranes were fram human Bowes melanorma cells expressing Gall (olased
circde), CHO cells expressing Galk? (closed square) and Flp-InT-REx 293 cells
expressing GalB3 (dosed triangle). The data are from three representative
experiments performed in duplicates, presented as mean + SEM,
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hGalR2 aponist (Fig. 5}, hGal[A%9E) at concentrtion below than
1 did not show significant sy nergistic effect an the [P produc
tion induced by 100 v hGALPWT) (Fig. 6}

Discussion

Here, we report on the identification of a de nove p(A39E) muta-
tion in the galanin/GMAP prepropeptide (GAL) gene in a family
with TLE. The GAL gene encodes for the galanin neuropeptide
which possesses antconvulsant actvities in animal models.
Furnctional analysis of the mutant galanin peptide showed that
it impairs galanin furdction in s dominsnt negative manoer,

A rale of galanin in epilepsy was Orst demonstated 22 years
apo by Mazarati and collaborators who showed that galanin de-
creased the severity of picratoxin-kindled convulsions in rats
and that seizures-induced galanin depletion may contribute to
the maintenance of seizure activity, whereasthe increase of ga-
lanin concentration may favor the cessation of seizures (9,23). In
addition, transgenic mice that overexpress galanin showed in-
reased resistance to seizure induction, whereas mice deficient
for galanin showed higher seizure susceptibility (23). Galanin eli-
dts a range of biological effects by interactions with three G-pro-
tein -coupled receptors [GalR). Both GalR1 and GalRZ, which are
expressed in the hippocampus, mediate anticonvulsivant effect
af galanin (24}, GalR3, which is mainly expressed in the preop
tic/hy pothalarmic ares, has not been reported to play @ role inepd
lepsy (25}, The hippocmpal formation, which is involved in
seizures underlying TLE, receives galaninergic and excitatory
glutamatergic innervations, Galanin Abers suppress this excita-
tory actian through the apening of patassium channel which
rriggers membrane hyperpolarization and eventually inhibits
glutamate release from presynaptic terminals (26). Our data on
the function of the p.A%SE mutant are consistent with this
madel; indeed, the p.A%SE mutant, which has been shown to re-
duce galanin signzaling, is predicted to increzse neuronal exdt-
ahility in the hippocampus, ultimately leading to TLE. The
discovery of galanin mutations suggests that penetic variation
in galanin may be important in TLE.

Aralysis of GAL for mutations in 530 individuals with TLE and
52 patients with various types of focal epilepsies did not reveal
additional pathogenic mutations indicating that galanin muta
tions are not important contributars o the genetics of TLE, How
ever, mutation screening of other genes invalved in galanin
signaling, for instance the galanin receptors, would be necessary
to comprehensively assess the contribution of galaninergic sys-
terr: to the penetics of TLE, Indeed, GalR1 has been shown to ex-
arerhate hippocampal neuronal loss after status epilepticus [27)
and CYMI503, & GelRE-positve allosteric modulator, has been
shown to exhibit anticonvulsant effects in animal models (11}

Seventy two missense and loss-of-funcion mutations in the
galanin/GMAP prepropeptide (GAL)} gene have been reported by
ExAG [httpiexacbrmoadinsttute.org’]. Among these mutations,
only ten were predicted to affect galanin synthesis andfor

Table 2. Ki values of hGal[WT) and hGal[(A39E) towards galanin receptors 1, 3 and 3 [Galk1, 2 and 1)

Ki [nh; mean + SEM)

Ligand GalR1 GalR? Galk3 Ki Galr2/ Ki GalrR3/

Ki GalRl KiGalRl
hGal[\WT) 6071 + 2134 1.789+ 0684 BO90+ 2708 ox 1332
hiGal[AZ5E] 1001 + 0.B4AR 2450+ 7,01 780+ 337 82 25951
Fowlue (t-test) 0252 003 o1
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Figare 4. Inhibition of hGal{WT) stimulation by hGal{AZ9E) peptide. Serum
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(A3%E) peptide {Dinm to 10pw). Subsequently, cells were stimulated with
100 ne hGal{'WT). Data am peesented as mean o SEM, Cell index values weee
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Figure 5. [nasital phosphate production in CHO cells expressing human Galg2,
CHO cells were pre-incubated with 1 pCi [3H]-myo-inasitol for 24 h befare being
stimulated with peptides hGal(WT) ar hGal{A39E) at increasing concenirations.
Data are presented as percent of contral {ne peptide) and mean 4 SEM of theee
separale experiments, Significant level compared 1o contrals: =P < 000, ane-
way AMOWA, Tukey FISD pest hos comparisen [est

function including six loss-of-function mutations and four mis-
sense mutations (Supplementary Material, Table 53}, Far in
stance, the p Trp?sleafsTerd? frameshilt mutation is predicted
ta disrupt the synthesis of the galanin peptide which is lbeated
at position 33 to 62 of the 123-amina-add galanin/ GMAP prepra-
peptide, The ather variants in the galanin/GMAP prepropeptide
were missense mutations located in exons which do nat encode
for galanin and were therefore unlikely to affect galanin function.
The pathogenic significance of these 10 variants is curently un-
known as (i} there is no experimental datz on their potential ef-
fect on gelanin function and (i) the phenotypic status of the
carrers is not available, Even if considering that they are all
pathogenic, their cumulative allele frequency was caloulated at
0.0245% which is well-below the prevalence of TLE estimated at
0.17% (28). Cur functional analysis of the hGallAT9E) mutant f-
vored dominant negative effect over haploinsufficiency as a po
tential mechanism for causation, Among the ten varlants
predicted to affedt galanin, the missense mutations are maost
likely to act in a dominant negative manoner, Their oomuolative
frequency was caloulated 2t 0,007 5% which is compatible with
their invalvernent as a very rare cause af TLE,
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Figure 6. Inosital phosphate production in CHO cells expressing human GalR2.
CHO pells were pre-incubated with 18 [3H]-mya-inosital for 24 b before being
stimulated with inaeasing concentrations of htal(A39E) in the presence af
100 nm of hGalWT). Data are presented as percent af contral (oo peptide) and
mean = 5EM of threr separate experiments, ™°F < 0.001; one-way ANOVA, Tulkey
HED past hoo camparison test

The anticonvulsivant effects of gelanin have prompted the
development of various approaches tarpeting the galanin system
for the treztment of epilepsy. For example, Lu et gl (11} have de-
veloped & GalR?-positve allosteric modulator, which potentiates
the galanin action. Rodents with induced seizures that had re-
weived this compound showed increased seizures threshold and
reduced seizures duration. The p.ASSE mutant, which showed
arttagonist effects on GalRl and reduced agonist effects on
GalR2, is likely to have dicect implications for the developrment
af galanin-based ant-epileptic malecules,

Materials and Methods
Monozygotic twins with TLE

Monozypotic twin s affected by TLE, born to healthy and non-con-
sanguineous parents, were evaluzted by one of the authars (AC)
at the Neurology Department of Oran University Hospital (Al-
geria) (Fig. 1). Clinical data for the other members of the family
[with the exception of [[-Z)} were obtzined in & field trip during
which history and examination werne performed by the same
neuralogist, All mermbers af this family undersentan electroen
e phalography (EEG). All family members gave their informed
consent for this study,

Based an detailed dinical seizure description in the twins, the
dizgnosis of TLE was established, Patient [1-3, now 30 years ald,
denied both febrile seizures [F5) and central nervous system
[CNS)infecions. He has had & normal development. He started
havingisolated aurzs characterized by abdominzl discomfort, in-
ooherent speech, palpitations and hlurred vision for one or bao
minutes at the zpe of 13 years. He did not come to medical atten-
tion until he had his first secondarily generalized seizure one
vear later, His EEG activity showed burst of theta oscillations in
the ternporal lobe. He had complex partial seizures at 19 years
of age. Brain MRI did not show hippocampal sclerosis or any
ather anomalies, He 15 treated with carbamazepine (500 mg'
diay) and is setzure- lnee,

Patient I1-4 is treated for TLE since the age of 13 years, His
seizure descrption was suggestive of mesial temporl origin
[auditory hallucinations, slow ideation, forced thoughts and
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déji-vu), The complex partizl seizures included loss of aware

ness and staring, On occasion, they evalved into generalized
taric-clonic seizures, EEG showed a temporal focus and phota

sensitivity, Brain MRI analysis did not show hipposmpal
sclerosis or ather anomalies, He became seizure-free with Leve-
tiracetarn (1 gfday).

Samples for screening of galanin mutations

Patients with partial epilepsy

Hundred and eighty-one unrelated individuzls of European an-
cestry were admitted to the Epilepsy Unit at Montpellier Univer-
sity Hospital (France) with a diagnosis of FE according to [LAE
Classification of 1989 (29). These patients suffered from a severe
form of epilepsy with poor seizure control, although they were
treated by antiepileptic drugs (AEDs), Diagnosis was based on
patient history, clinic lexamination, intedctal and ictal EEG ana

lysis carried outwith monitoring video -EEG, and magnetc resan

ance imaging, The study proup consisted of patients who
suffered from non-lesional and lesianal FE [including vascular
malfarmation, cortical dysplasia, and nervous system turmar),
These FE patients showed the followin g distribution of epilepsy
syndromes: 179 patients with TLE [7 1.4%), 25 patients with front-
al epilepsy [13.7%), 12 patients with frontotemporal epilepsy
[6.6%]), 4 patients with temporm-oooipital epilepsy (2.2%), 3 pa-
tients with mesial-parietal epilepsy [1.6%), ? patients with par-
ietal epilepsy [1.1%), 2 patients with parieto-occipital epile psy
(1.2%), 1 patent with multforal epilepsy (0.5%), 1 patient with
temporo-parietal epilepsy (0.5%) and 2 patients with undeter-
mined FE [1.1%). This study was approved by the ethics comumnit-
teee af the University Hospitals of Montpellier,

Thirty-sevenun related patients wererecruited inLyon (n=14)
[GL, PR}, Strasbourg [n =18} [GR, EH) and Clermaont Ferrand [n=5)
(DSE) through & multicenter research project (Projet Hospitalier
de Recherche Clinique 2007- ADMEL-52 from the French ministry
af health, coordinator Dr Philippe Ryvlin} that was approved
by the local Ethics Committes [CPP SUD-EST V). All these
patients had & diagnosis of drug-resistant TLE based on patient
histary, clinical examination, interictal and ictal EEG analysis
carried out with maonitoring video-EEG, and magnetic resonance
imaging.

Hundred and thirty-one unrelated adult individuzls of Euro-
pean ancestry were recuited at the Swiss Epilepsy Center in Zur-
ich [Switzerland). All Individuals were diz priosed with TLE, tero of
which had a bilateral ternporal focus, Within this cobvort, severity
af phenotypes, subgroups of TLE, frniliarity s well as response
to AEDs was diverse, The study was approved by the ethios com
mvittes af the Kantan Zurich,

Hundred and Afty-nine patients with spordic lateral tem-
poral epilepsy (LTE) were collected as part af & callabarative
study supported by the Genetics Commission of the ltalian Lea-
pue Agzinst Epilepsy (LICE). Diz gnosis of LTE was made ecconding
to & dinical history of &t lesst twa lifetime seizures with auditary
symptoms such & rnging, humming, sounds, voices, music, or
sudden hearing loss. Sporadic LTE patients were selected zocord -
ing to the following inclusion iteda: (i) absence of Arst and se-
cond-degree relatives (siblings, children, parents, grandparents,
aunts and uncles) with epileptic seizures; (i) absernce of neuror-
adiological abnormalities including mesial temporal sclerosis;
(iii} sbsence of mutations in the LGI1 pene, Exclusion criteris
were an insuficientor doubtful family history and leck of newroi
rovaging data, All patients unde racen t repeated EEG recordings o
cording to the 10-20 International System during wakefulness
and, when passible, during diurnal sleep induced by sleep
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deprivation, Each patient underwent high resolution MRI scan
af the brain, This study was approved by LICE and local ethics
carnrmitbees,

Sixty -four unrelated patents were recruited at the Depart
ment af Neuralogy and Epileptology (Tihingen) and Department
af Neurapediatrics (Kiel), Thirty-twao children were diz gnosed
with facal epilepsies [FE), 18 children with TLE, 10 of which had
abnormal MRI scan (mesial temporal sclemsis (n= 1}, cortical
dysplasia [n= 5}, 1 with heterotopia [n = 1), arachnoidal opsts (n=
#), prencephalic opst temporal (n=1)). Among these 18 TLE pa-
tdents, 11 had normal intellipence, & had intellectual disability
and 1was notassessed. Six patients were dispnosed with frontal
lobe epilepsy [FLE), twoof which had abnorma | MRI scan (cortical
dysplasia frontal lobe (n=1), unspecific gliosis (n=1). Among
these six FLE patients, one had behavior problems, one had
mild intellectual disability and four had normal intelligence,
Eight children with undetermined focal seizures (unclassified
focal seizures/secondary peneralized seizures), twa of which
had sbrormal MR scan [subcartical heterotopias suspected
with hippocampus malratation [n = 1), unspecific anomalies (ns
1)) Amaong these eight patients, ane had behavior prablems, one
hed mild intellectuzl diszhility and six had normal intellipence.

Fourty-nine unrelated Crucasian individuals (mainly of Ger-
man origin) with mesizl TLE were recruited 25 & part of the gen-
etic and pharmacogenetic studies which were approved by the
local Ethics Comrmittee [Departrnent of Meurology and Epileptol-
ogy University of Tibingen). All reported patients gave written
informed consent previous to the study indusion. The disprosis
of mesial TLE occurred according to patient history, cliniml
exarmination, EEG analysis and magne i resonanoes imaging, A
hippocampal sclerosis was detected in almaost all cases (n= 48
97%), Most of the patients (n=40, B1%} suffered from refmacory
epilepsy, anly 14% becamne seizure-free (n=5 without surgery
and n s 2 after surgery), In twocases, the autcame was unknown,
Befare study inchision, the patients had an avernge af 5.4 [n= 45
trizls of anti-epileptic medication and 6.6 (n= 47 seizures per
manth on averzge.

Exome capture and sequencing

Exome capture from the parents and one of the twins of family
EPL-CRA-AFF (Fig. 1, individuals [-1, [-2 and [[-3} was carried out
on 2 ug of penomic DNA extracted from blood using the SureSelect
Human ALL Exon 5 kit [Agilent Technologies). High-through put
sequencin g wiss performed on g HiSeq 2000, Demultiplesed sty
files weere obtained for esch sample using the o ming CAS AW
v1.8.2 softarare and processed by our in-house’ pipeline running
arn the Vital-IT Center for high -performance computing of the
Swiss [nstitute of Bioinformatics (SIB; (htipfweea vital-itch),
Specifically, Burrows—\Wheeler Aligner [BWA] was used to align
the sequencing reads to the human reference penome NOBI
build [GRCh37'hgl8). SAMtools was used to remove duplicate
reads. SNV and smell insertions and deletions [[NDELs) were
called using beftools and Pindel 0,24, respectively. The minimum
number of reads required for allele calling was set at eight. SNV
and [NCELS variants were then functionally annotsted using the
AMMOVAR packape.

Identification of de novo and recessive variants

Potential pathogenic variants under de now or recessive models
were iden ified using VariantMaster (30}, Variants deteced in
the probind with Sarntools and PINDEL quality scores =150 and
=600, respectively were retained for subsequent analysis, These



wariants were further fltered so as to exdude vardants found out

side of mons arsplioe sites (£ 2) and vadants with o minimooen al

leeles Freequenicy grester than 002 in dbSKPy 138 (Database of Single
Nucleatide Polymarphism) andfor the Exorme Variant Server
(EvS) database, Varian M aster used the raw data (BAM files) to m-
bustly estimate the probability of the mmaining variants to be
present in the parents and siblings, Variants were classified as
de nove only if both parents were found to be homozy gous for
the reference zllele. Homozygote orcompound heterzypote var-
iants in the proband that were predicted zs damaging by at least
twoofthe three predicion algorithms used (SIFT, Polyphen? and
Mutation Taster) were classified as recessive only if both parents
were carriers and the genotype of the unaffected sister was dif-
ferent from that of the proband. All variants classifed as de
nows or recessive by VariantMaster, were subsequently visually
inspected using the SAMtools text alignment viewer, The ne

maining candidate variants were then validated using Sanger se

quencing an an ABL3730x] DNA Analyzer (Applied Biosystems),

Peptide synthesis

Peptides (Hurman galanin1-30 wild type [hGal[WT) :GWTLNSA
GYLLGPHAVGNHRSFSDENGLTS and Human galanin A39E mu-
tant [h{:nl[.ﬂ.:in:”: {IW]'I.N.‘:’E{IYI.I.{IF‘H.‘N’{INHF‘..‘:’F'.‘:’DKMII.’]'.‘:’]
were synthesized 2001 mmal scale on an autom ated microwave
peptide synthesizer [Biotape® Initdator + Alstra™) using Froc
[fluorenylmethyloxycarbonyl) solid-phase peptide synthesis
strategy with HMPB-ChemMatrix 0.4 mmol/g resin a5 solid
phase to obtain peptide acid. The first amino soid was attached
to resin using symmetriczl anhydride. All other coupling reac-
tions were carried out using OwymaPurefDIC in DMF with DIEA
as an activator base. The final cleavage was performed using
standard protocol (95% TEAS2.5% TIS 2.5% H20). Peptides werne
purified by reversed-phase HPLC using BioBasic ©-B column
[Therma Sdentific, Sweden) and & gradient of 20-80% aceto

nitrilefarater containing 0.1% TFA, The identity of peptides
was analyzed by MALDL-TOF mass spectrometry Voyager-DE
STR [Applied Biosystems) in positive linear mode using «-
cyano-4-hydroxydnnamic add as matrix,

Galanin-receptor binding assays

Cells for **1-galanin-receptar displacement studies were seeded
in 150-mm dishes and cultured 34 days untl confluent, Cell
dishes were washed and scmped into phosphate-buffered saline
[PBS) and centrifuged twice at 4°C, 3000 g for 5 min. The pellet
was re-suspended in assay buffer (20 mm HEPES, 5 ma MpCls,
pH 7.4) supplemented with ELTA (5 mwm EDTA) and incubated
on ice for 45 min before centrifugation at 4°C, 8500 g for 15 min.
After washing, the pellet was re-suspended in assay buffer sup-
plemented with 1% protease inhibitor cocktail [Sigma-Aldrich,
St Louis, MO, USA) to a protein concentration of 1 mg'ml. Protein
concentration was determined sccording to Lowry (BioRad,
Stackhalm, Sweden), Displacement studies on cell mem branes
were performed ina fnal volurme of 200ul, containing 0.15 M
porcine- [T galanin (2200 Cifmmal; Perkin-Elrmer Life Science,
Bostary, MA, USA}, 30ug cell membrane amd various concentra-
tiong of peptide (107"-10"" ). Peptide solutions were made in
assay buffer supplemented with 0,3% bovine serum albumin
[BSA). Samples were shaken at 37°0 for 30min and fAltered
through & MultiScreen-FB filter plate [Millipore, Billerica, MA,
USA) pre-sozked in 0.3% polyethylenimine solution [Sigma-Al-
drich). The filters were washed thrice with zssay buffer and the
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retained radiosctvity was determined in g poounter (Tri-Carb Li
quid Scintillaion Analyzer, model 2500 TR; Packard Instrurment
Company, Meriden, CT, USA) using OptiPhase Supermix Cocktail
[Perkin-Elrmer Life Science, Boston, MA, USA) as scintillation
fluid, 185, values for the peplides were caloulated using Prism
50 [GraphPad Software Inc, San Diego, A, USA) and converted
inta K; values using the equation of Cheng-Prusaff (31),

xCELLigence cellular impedance assay

The impedance-based readout used by the xCELLigence System
[Roche Applied Science) is based on the principle that the adhe-
gsion of cultured cells directly onto microelectrodes induces
changes in the local ionic envimnment at the electrode/solution
interfzce, conferring an increase in electrode impedance. A5 2 re-
sult, any changes in cell physiological properties that modulate
the physical contact between cell and electrode will be reflected
by changes in the measured impedance, defined by the cell
index variable, CELLige noe Systemn can be used for functional
screening of G-protein-coupled receptors (GPCRs) activity,
based an its ability to modulate the adin cytoskeleton and cell
adhesion (32-34), Bowes cells expressing GalR1 were seeded at
20000 cells per well an 96-well E-Plates [ACEA Biosdences Inc)
and placed an the Real-time xCELLigence Cell Analyzer [Rache
Applied Science) platform at37°0 and 5% 002, After 24 h incuba-
tion, growth media was changed for assay buffer [HBSS contain-
ing 0.1% BSA). Three hours later, hGal[AZ9E) peptide was added
(0.2 nw to 20 pse), after 1 b incubation, hGal[WT) was added at
13 nw. The xCELLigence System was employed to measure
changes in cellular impedance following ligand stimulation. Re-
sulting dose-response relation ships were plotted using mean va-
lues from four replicates. Cell index values were normalized by
dividing the cell index at the time of ligand addition and base-
lirve-correced by subtracting the cell index obtained with PBS
treatrrent, Data analysis was done with built-in xCELLigence Sys
teerrn solbware ard presented with Graph Pad Prisom,

Inositol phosphate accumulation assay

CHO cells stably expressing hurman GalR 2 were seeded in 12-well
plates and cultured until confluent, Then cells were incubated
24 howith 1 p0i [3H]-myo-inasitol in M-199 medium containing
100 U m] ™ penicillin and 100pg ml " streptomycin, CHO GalRz
cells were washed twice with HEPES Krebs Ringer [HER) buffer
(Stnm HEPES, 137 mm NaCl, 268 mm KCl, 205 mm MpCLE
18 mm Calld, 1 gl glucose, pHF 4) followed by 10 min pre-incu-
bation in 800ul HKR buffer with 10 ma LiCl at 37°0. hGal[ASSE)
peptide [107°-107" M) with or without hGal[WT) (1077 M) was
added to a final volurme of 1000 ul and incubated for 80 min at
37°C. The reaction was terminated by addition of 200 ulice cold
2% perchloric acid followed for 10 min followed by the addition
of 1.5 M KOH/75 mes HEPES (pH?). Anion exchange chromatog-
raphy was performed over 1om 5050 Dowex (AG 1-X8 Resin,
200-400 mesh formate; BioRad, Heroules, CA, USA), Thecolumns
were winshied with 5 ml distilled water before the [Ps were eluted
with 5 mlaf0.1 s formic scidd 1.2 M armmoniuen foremate, Radio
activity of the eluate was determined using scintillation count-
ing in & pP-oounter (Tri-Carb Liquid Scintllation Analyzer,
madel 2500 TR, Packard Instrument Company, Meriden, T,
USA} using Utima Flo AF (Perkin-Elmer Life Science, Boston,
MA, USA} as scintillation fluid. Ezch sample was normalized
against the total count obtazined before anion exchange
chmmatography.
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Annexes

Dote (riokesianssy 2 f = f v v 0 e
Nom de Fimvertigalenr e .

[ T ST ¥ S |
' L )

DONNEES DEMOGRAPHIQUES

D) Le ssjel mépond i V'eagolic : 0w = 1 - Now = 2 -
Di2) Si nom, précizes b persossme gui rfpand T e s

D) Un teeducdcur &8-il $6& nteeasimg T rohw = | ; Moo = 33 i
Eteal-Clivid i segfel emgaiéid -

D) Mam (en e wles) | oo smses s s sim s soa s son sass
e T e

i) Adresse {aour renselgnemenr permeiian de revraunver ladividy ) -

Dy Ape E S T
D0} Date de naissends  (LUMMAAAL) LI O Y N N O
D2y Sea iMascaiin =  ; Fdminlg = 1) it

D3} Chuel gl be atatul manital du sajel 7 !
{Mzrid{e) = ! Compabinage = 2 ; V& aeee s pareaid = 3 ¢ VT desdfe)] =4
Aictres = 5 0 N fdl s = Df

D14} Quelle et la durde do séjour du sujet enquétd dans la région de lenquite T 7___¢
{0 poisege = § ; Motad de Jon = 2 Dvpads {8 5 amn = 3 Depuis F 8 Jans = 4 ;
D punis prins e 10 and = 5 ; Degari fo nsdoemer = & @ Mol per = @)

D15 Quelle est la profession, ou 1"2ctivied, du sojet engodes ¥ L
{Fpdawid vw fosclionaging = § ; Arfian o commerpant = 2 0 Agricslieur = 3 Eradioel = 4
Elevewr = 5 Traeail & dommicile = & ; fnactdl = 7 Prafecsion dildnale = B dutees = 8l
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Me rien inserire

dans |z colonne
-
-
L




Thate [ JIMMiAAAA) |0 o 0 f
Nowm de I'lavesiigalens .........ccocieime.

i

R N R |

D6) 5i aotres, prdetser @ oo

DTy Le sujet hehite-t-il en milien ?
(Ui = I ; Raral = 1 Ne s par = ¥)

D%} Le sojet effectos-t-il ses besains dans ?

Annexes

Code
SN ¥ I |

Me rien inscrire
dezs Iz oolonne

....... - L )
__J i
__J i

{Toiletes iatfricures = § | Leteines eedfrivares = 2 ) NMatwee [ camgrgee = 2 0N saif pad = 00

D20y Religion ?

........... i__r

(Chrfticnes = [ ; Mimimaee = 2 Animinl = 3 Bowddhinte = 4 ; Hindoatnle = 5 ;

Muirgy = & ; Me sair par = 9

m]] Sl B 1 e I'F]Iﬂm.l.‘.l'fﬂbl.‘-l‘ B A N
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Date (JMMiAAsAy | o o ] Code

[ I - R |

DEPISTAGE

Me rien inscrire
dans la colonne

Pour les guestions 81 & 85 (Oui = | ; Non = 2 ; Ne saif pas = 9)

Le sujet enquété a-t-il déja présenté :

51) Perte(s) de connaissance et [ ou perte d'urine et / ou émission de bave 7 L !

52} Absence(s) ou perte(s) de contact avec l'entourage de début brutal et de durée bréve ?

i___t i
53} Secousses ou mouvements anormaux incontrélables au niveau d'un ou des
membres (convulsions), de début soudain et d'une durée de quelques minutes ? I !
54) Apparition brutale et de durée bréve de sensations corporelles étranges,
d’hallucinations ou d'illusions visuelles, auditives ou clfactives 7 ! i
35) A-t-on déja dit au sujet enguété qu’il était épileptique ou qu’il avait
déji présenté des crises d’épilepsie 7 i i
Si au moins une réponse est oui, le patient doif étre
examiné par l'équipe médicale
56) En conclusion, le sujet enquété doit-il &tre examiné par I"équipe médicale ? i__! !

(Chii = 1 ; Nen = 2}
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Date iJiimmiasaa) |2 o [ oo Code

Nom de U'investigafenr ...
I R | |
R |

CONFIRMATION DE L’EPILEPSIE

Ne rien inscrine

dans la colonne

EC1) Description, en clair, du ou des malaises (signes fonctionnels) pouvant correspondre

i une crise d’'épilepsie :
EC2) Ce on ces malaise(s) est-il ou sont-11s en relation avec une situation particuliére ou

une affection intercurrente * 7 {COui = I ; Non = 2 ; Ne sait pas = ¥) i [
EC3) 51 oul, préciser [BQUELE | .o -
EC4) Au moins un de ces malaises correspond t-1l & une crise d'épilepsie 7 (- (-

{Oui=1;Non=2Nesaitpas = 9)

EC5) 51 non, quel a €€ le diagnostic Evoqué 7 ., I
ECH) 51 oui, 8’agit-il d’une crise d'épilepsie unique 7 _— -

{Oui=1;Non=2;Nesaitpas = )
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HISTOIRE NATURELLE DE L’EPILEPSIE

e rien inscrire
dans la colonne

N1} Le sujet a-t-il présenté une crise dans les 5 dernitres années 7 i [
(Chiid = 1 ; Nan = 2 ; Ne sait pas = ¥}

NI) Ape de survenue de la premiére crise 1 i -
(Au cours des 10 premiers jours de vie = | Plus de 10 jours 6 mois = 2 ;

Plusde tmoisa 2ans =3 ; Plusde 2ansd 6ans =4 ; Plusde Sans a 12ans = 5 ;

Plusde 12 ansa 20 ans = 6 ; Plus de 20 d 40 ans = 7 7 Plus de 40 ans = § ; Ne sait pas = §)

Four les questions N3 a N14 © {Oui = 1 ; Non = 2 ; Ne sait pas = 9)

Le sujet engquété a-i-il déjd présenté

N3} Crises généralisées tonico-clonigues 7 (- -
N4) Crises généralisées myocloniques 7 L ff
N3) Crises généralisées atonigues 7 - -
Nb) Absences 7 L !
NT) Autre variété de crises généralisées 7 L f_f
NB) Crises partielles simples ? - -
N10} Crises partielles complexes 7 - -
N11} Crises partielles secondairement généralisées 7 i L
N12) Autre type de crise difficile i classer 7 L f_f
N13) Etat de mal épileptique ! (- -
N14) Crises multiples ? L f_f
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Si plusieurs types de crises d"dpilepsie : Ne rien inscrire
{guestions NTS & NI7) dans la colonne
Crises généralisées tonico-cloniques = 1 ; Crises généralisées myocloniques = 2 ;
Crises gpénéralisdes atoniques = 3 ; Absences = 4 ; Urises pariielies simples = 5 ;

Crises partielles complexes = & ; Crises partielles secondairement généralisées = 7, Autres = ¥

IN15) Type de 1a premiére crise d’épilepsie T I I__
IN16) Type des crises les plus récentes 7 I i
IN17) Type des crises les plus fréquentes 7 I___f [ )
IN18) Age de début du second type de crise d"épilepsie 7 I I

{Au cours des 10 premiers jours de vie = | ; Plus de [0 jours 8 6 mois = 2 ;
Plusde G meisd2ans = 3 Plusde 2ansd6ans =4 ; Plusdefansa 12 ans = 5 ;
Plus de 12 ans d 20ans = 6 Plus de 20840 ans = 7 ; Plus de 40 ans = § ; Ne sait pas = %)

Facteurs déclenchants les crises ! (Oui = [ ; Non = 2 7 Ne saif pas = 9]

N19) Emotion 7 - -
N20) Alcoel 7 It -
N21) Sommeil ? - (-
N22) Manque de sommeil ? - -
N23) Stimulations lumineuses {soleil sur 'ean ; télévision ; boites de nuit) ? I I__
N24) Hyperventilation ? - -
N25) Menstruation 7 - i
N26) Arrét du traitement anti-épileptique ! I i
N27) Drogues ou agents toxiques ? - -
[NZE] BT 0L PIECISEE T oo i s s s s e I__
IN2Y9) Au réveil ou dans 1'heure qui suit 7 I i
[N30) 5i daurres facteurs déclenchent 18 crises, PRECISET | . I
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ANTECEDENTS
21} Quel esi b= rang de naissamce de sujet enquitd dars sa frarie 7 P
P2 Le sujel engeded 2 1<l un jurseay oo ung jumells ? D
(fed = 1 Now = 2 e doil pes = 0)
P35) Exisie-1-il des liexs de consanguinied 2ngre les parexis ¥ |
(fled = 1 Now = 2 N doil pe = 0p
o VT T
P35) Exigie1:il des pmiéoddents familizox d'dpilepsie {parenis, grands paress, fréres, soeurs,
cofants, ocles, tales, copsing, cogainesd T (i = 1 Mow = 20 Ve el pas = 9 [
Py 5 oui, préciser 1o ou les membee (85 de b Bmille e s

P7) Exisipt:il d'anires antéoddents neurnbogigues familiaux ¥
{thad = | ; Now = 2 - Ne vair par = 9 i

B 5i owi, prégiser 1o ou lesquels ol $hez Q81§ e e e s e s ss s s s

U1 La prossease de [a mise de sujet enquiélé 2est-glle déroulés normalemen) 7 -
(0 = | ; Wow = 3 e san par = 9

Pll}:l Eli T, Hﬁ:i'ﬁ T 0 G L

P11) La mére du sujet enqoéif p--elle pris des médicamenis pendant 52 grossesse
{fhad = | ; Mow = 2 ; N vair par = 9 i

P12 Si o, précizes le ou besquels | s s s s s s s

Accouchement (nmiviance du cujel empedlé)

P13) Licw de naissance du sujel enguité T i
fimiclly = I ; Care de Sompd = 1 Digpenpatee = F 0 W8pdia! = 4 Awtegn = 9 0 N g pp = 9

Powr les guestions L4 & PU7 00w = 12 Now = 2 Ne st gad = 8

P14) A-tail &€ lomg & ou pénible ? i
P15) Sest-il dérould sous péniddurale ou ancahésic pésdnale 7 i
PG Sest-al déroule pier cdsaricnng 7 i
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Al naivvener e rien insdzime
dasa |3 eobonne

Pour fet guestions PIE & PIPfowi = ) Nen = 0 - Mo seli s = 9

8 L sujel enduié cal-il né précatune 7 I P

1% L sujet eaguiié a--il ¢t ismbdiaement T I i

P20 Pisidls e naisssnes T len grammes) - S S N S - S
AReitemenr

F21) L'allaitement du sojet enquété a--il &€ ou esisil (si enfant) ¥ L i

{Mudernel = 1 ; Aeificied = 2 Micte = 3 Ne sard pus = 8]

Néveloppement pipckomodvur pendeal Fenfaner
P22) Le développement psychomoteur dans l'exfance du sujet a-t-il &6 7

{Noema! = | ; Anormal = 2 ; Ny sair per = 9 I -
m] E I'I'Ii.lTI'l'l.]:H'I!l.-"I:-H' § 0 N 0 0 R '._'.

Antfeddendy médicaus

Pour les guestions P24, 38,27, 50, 33 38 58, 0% 42 44
{0 = I ; Now = 2 N st pas = 9]

24) L sajet a-1-il cu use roapenls sévine T I P
P25} L sujgt a-t-il e une cnotphalite o | ou e eastphalopathic T ! P
e S oo, podciser s e - R i
P21 Le sojet a-t=il ey wne méningite — i

2% 5i asgteesh &Mection(3) importaniedl, prdasst | omeme e e )

Pl Le swmjet actsil £é (ou est-il) hospitalisé powr une ou pluskeurs awire(s)

alTestiondsh que son dpilepsic T I_f )

P00 Si o, preéiser b o lesquelles - i

P2} Le sujet 2<t-il en un traumatisme crinien ovec peme de connaissence L i
avent la survenue de ses crises d &pilepsie

F%) Si i, précser e type de mahisme ... eeeeneens - i

Pid} Siooui, quel & £ le délai entre be troumatisme e |*apparition de L i

Iz comitialind ? {Moies de 2 aed = 1, Plud e 2 ang = 2 N dndl pr = ¥
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F35) Le sujed a-8-il ey wn coma prolonpé posd lmumatique 7 i
PA6) L Epibegraic a-1-clb Skl apris une makadic 7 i
T 5 R0 POECTEET | s iosinsm s masmros s o s s s e s

P3R) 5i ouwi, préciser le d€lai & apparition de b comitialitg &pris celte makadic 7 i
(Mpinr de Joane = § ; Mus de Jane = N osairper = 8

P9 Le sujet eogquite &0l gandé des eégeelles neuralogiques dune o de plusicens
crllidigis) 7 -

P00 5i oncd, prdicing o lhals) seTIel®) | e s s

P01 5i owi, préciser de quelledsd maladieds) | e mems e e s

Toxigues
24 Le sujet enquétd consomme-t-il oa a-til comsomes de fagon excessive de eloanl @ 7
Pa%) 5i oui, préciser la durde de cebie imnxication (en anndes) : L |

244) Le sujed enquéitd consomme-t-il ou a-t-il consommé de la droges T I

P45) 51 oui, préiciser le oo les typais) de snepéfian : ...

P45) 5i cui. précrer Bou les voic(s) & admamstralion | e e

IE B EIEEIELE IS EEE L EE I LSS ] LS B RS R R L L L S B RS R R

Centarcty répflés arer ley animaur tuivends

O = | - Wowm = 3 ; Ne sairpas = 9}
P47 Chigns au chats 7 i
P4R) Parcs 7 -

b RTIE T o e ST —
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EXAMEN CLINIQUE

CEL) Bn debarrs di b ow dis eriseleh, 16 sgjel engadtd se plaml-il ' guleea) |
{0 = | ; Mom = F o Me roir par = 9)

m:l-SI '.'.l.liu Hﬁ-‘lﬂ' | R A R

Fromen péndral ;

CE3S) L'de2i générel apparent dio sujet enquidté est-il
{Ben = | Coreect = I} Mogvais = 3 ; Nr daif pas = §]

CE4) Paids fes bifogrammes)

CES) Tatlle fen cennmbres) 7

Lxamen Aewrolapigue
{0 = I : Now = 2 ; e gl gai = 9]
CER) Examen neunalogikiue normal 7
CET) 81 examen neuralogique anormal, précrser les sipnes ef le dagnosdic :

BN N L ELE R L ELE RS S ELE S N RS R L L S L N L RS R R

CER) L sujed enqueélé présenle-l-il un netand mental 7
(i = ; Mo = 2 N st s = )

CES) 5i owi, ce retard mental esi-il ?
{iLifger = § ; Moyea = 2 Profued = 3 ; Ne doil pad = 8
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Me rien inscrire
dans la colonne

Examen des autres appareils :

Pour les guestions CEI0 @ CEI8

(Normal = | ; Anormal = 2 ; Nen fair = 3 ; Ne sait pas = §)

CE10) Cardio-vasculaire 7 T i
CE11) Respiratoire 7 f__ i_f
CE12) Digestif ? T i
CE13) Endocrinien ? f__ i f
CE14) Génital ? . i
CE13) Urinaire ? T i
CEl6) ORL.Y [ i
CE1T) Ophtalmelogique ? . i
CE18) Dermatelogigue (dont brdlures et nodules) 7 f__ i_f
CEI19) 5i examen anormal, PRECISEL { .o s smssssassiseesans i_f
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EXAMENS COMPLEMENTAIRES

fritan Solepigue sanguin : (Normal = 1 Anormal = 2 2 Non fit = 30 Ne st gas = B
M1 Numération Formele Sanguane 7 f_f
L P T T S —
PL5) ¥iszsse de Sddimeztmiion 7 i
P12 S anormmmal, ProCiser | e e eeme e e e
PI5) Urtx 7 I
1T ETE T T R —
M7 Créannizdrie ? i
PR S anormmial, PSCESEr | e eee e e e
P19} Olyidrsic & jown T S
[T T —
Pi11) Elecirophorise de 'hémogliohine ? i
PIZ) S o], PRACHET © et e e e meame
PI3) Si autres examens. hiokpgees, priiiser Esue © o mmms s

PI14) Si motres exarmens hiokogiqoes, précser bours MSelam | ..

Meura-imagerie : {Nevmal = 7 ; Andeoeal = 2 ; Now faie = 3 ; Ne naif pas = §)
P115) Badingraphie(s) do orine 7 i
PUI6) Toradensitamétrie céndhemle ? i
P117) Imagerie par résonzance magndtigue ¥ L
MIE} 51 cnamen ancemal, préciser b locelisaion ¢ le type & anomalic | o

PI1%) 5i putres examens: radiologiqoes, préciser lesgeels © s

200 5i sercs exderens radiclogiques, préviser bogrs nfsullals | s
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Bilan éleciroencdphalopraphigue (EEG) :
P121) Un o des examenis) électroencéphal ograplique a ow antalis) été ddjk effeciud(s) ?
(i = §  Wowm = Ty N duif et = ) i
P[22) L' examen EEG &nit-il effectod en phase ? i

{Critigar = { | Infeveritipne = 2 Ne aail pai = 3
PI2%) Un des BEGs dtani-il azorme] ? i
el = f ; Non = ; Ne goir par = 9

5iaa maimy an EEG fait anormal dicrivez le plug significan
[l = 7 ; w2 ;N wair par = 9}

PI2+) Paintes au poinlcs codes T i
PI25) Paindes ondes péntralisées 3 3 cyches | aecondes ou plus 7 i
PI26) Pholsgndibilied T I
PII7) Prainbes locales T .
PIZR) Onales bentess Foccales T .
PIZ0) Pointes andes o paly-pointes codes pénfralistes 7 .
P30 Cmdes Jentes pénéralisges T i
PI31) Rabentissement de 1 getivilé de fond 7 .
1320 & daitres andemalicy 3 UEEG, préciser 6sqmled s e

P133) 51 autres anomalies b I'BEG, préciser leurs localSations : .......emovevesenne

PI34) Esistgt-1-i1 ung sorélation Elestn-clniqus T i/

PI35) Préeiser les éléments électroensdphalapraphaiues s plus pestingnts pour délgrmines
"dtinlngie de ceme ApIEPBIE T ..o .
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Hitan tfralnpiyue -
| &re g (Wormal = | Angrma! = 0 ; Nonjizle = £ Me s paz =2 9

3 eme g (Sivam = § ; Ligaiale cephafarachicten = £ Sdrum + lgwiale céphalarachiien = §)

P35 VIH il i
PI3T) Syphilis il _d i _J
M3R) Tozoplassiss 1:id ! 20t
P39 Cysticerease il _d 0t

M40} Balbarziss 140 1 10 7
P121) %i autres examens sérolngiques, préciser lesguels

Hﬂ]ﬁmnmtmlﬂjwlﬂuﬂ#iHMMMﬂH T TR P T T TT T PER = N POV

Hilan microbiologique ;
{Bacréries, ving, parasiee)

PI43) Des prélvaments microbinlogiques cot-ils & effectuds 7 i
(i =0 ; Mom = 2 Ne sand pog = 5

P} 51 A P S e

FE e e T e P T P P T PP P P P PTS P PTS PES PR TS IS P

P1a33 51 o, préciser b DSBS | .o e -
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ETIOLOGIES
Wi rien imscring
clims B edanng
El} Létinlogie de Iépilepsie esi-glle ? i i
{Ceriing = | ; Swvcie = 2 Ne i pas = 9]
E2) Si la couse de cette Epilepsie est cartaing pu suspecte, définir e carncikre de cetie dpilepsie :
it i
ldiopothique [ épifepsie ideanfide sur des ddmenrs deciroclinigues,
{e piuz rownverd Réeditiaire) = 1
Symptomotique (¢pileprie en rappart @ves des ilans cérdbrales anclemnes findes,
stibes ol Ao dvelives) = 2
Svmplomatique (Fuilepaie o roppard avee une affection céedhrale en comrs dalurion) = 7
Cryptogéndque {éniiensie non lassable romme ifiopathigue oy sympromaligus,
SRS Cawmnorae géndtique) = f
E3) Si le coracthre de 1*4pilepsie est sympiomeiigue, préciser la couse © i

B4} Conelusion sur PEliologic probabbe di colle fpilegai ; i
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TRAITEMENTS

Ty Ol sl e it [e bype de Imaitemen] anti-Epibeptines prs par ke supet 7 7
{Tradinangel = | ; Médlcamenionr = 7 - Mz (Far 20 = X Swecenntf {1 pudp 3 = 4
Surcessif (3 puis [l = 5 ; Par die eraviemear = 4 ; Me ral pas = )

TIh 8i la eéponde 3 le question T1 631 4 o8 5, pedcises le d€lai enkre: Tos prvscs

e 3ty pes dde Iraitemen] (e moks) i

K praitement tradilionwy! ;

Ty Omi a donné le traitement ? i
{Asta-prepcripnon cu famifle = | @ Sorcipr = 2 - Pradipragiones = 37 dwiege = 4 @ Ne mair par = i'J

T4 Craedl 6l Ta naturs des prisfuits utilings T (I
{Wepdral = [ ; Animal = 7 » Mindral = 5 Mizie = 4 ; ducwn progdudt giiiind = § ;Mg sair par = i'.l

TS Qe g8t be mude ' slministration 7 i_f
{Ware grale = | . Ve codende = 2 ; Scomificonons = J ; Amuleier = 4 ;
Prafarfens = ¥ Satmr = 6 ; Prodeer ou (aconiatione = F - Aureer = 8 Ne salt pep = 8

T} Régularnié de la prise du traitemend ? I
(i = Now = 3 0 Ne il peee = )

T7} Si non, pourgued ? -
[Rawang peresangiles = | - Médleomearr parfaiz imaiepemibler =
Par d'ergenr pour acherer les médfcammer = 3 Aumer = 4 7 Ne sali par = §)

-I.E:Isi mmmi (LTSI IR PN VR PR E PR PP P P RS R P ] P

T9) Efficacie® du traitement (& apprécier par le sujet) * i
[Honee = I ; Moyesae = 1) Masweisg = 2 ; Nulle = 4 Ne duif pag = 9]

T10y Efficacie du traisement (i apprécier par I'entournge) * i
{Banee = I ; Moyesar = 1 Masegise = 2 5 Nulle = 4 Ne aaif pas = 8

T11) Efficaciié du iraitement (& apprécier par le médeacin) ? i
[Banee = I : Moyesar = 1 Maswning = 2 ) Nulle = 4 Ne aoif pa = )

344

MNE rign mserirg
i Iy aalomne

_J

_J

I

I

I

I



Annexes

Sieraitement midicamentear

Power bey questions TI2 & T3 (o = | - Now = 8, N oair par = B
T1Z) Rashituriques. ¥
T13) Dinzepines ?
Tid) Diphény| hydantoine *
TIE Carbamazeping 7
TI6) Ethisuzimite ?
TiT) Valproas ¥
Ti8) Vigabatrin ?
TI9} Gabapentn 7
T2y Lamatripise: 7
T11) Palbamaie 7

T3} Répubarité de la prise du granement 7
[ = 1 Nive = T 2 e amil i = 9)

T4y 5i nim, pouriui T

{Baispns prrroansies = | - Médicempnrs paripds ind{ppanthler = 2

Par dargear powr ackeler fes midicamenn = 3 dwrer = 4 Ne skt par = )
]'EII 51. mml m.“ i RN R R e e e

TI6} EfMicacisg du trastement (1 appréicr par be supth T
{llange = | ; Wovene = § ; Meawlpe = 72 Nulle = 4 7 Ne sgirpar = 9)

T27h EMficcité du traitement (h gppeésier par Ientourgpe) 7
{llange = | : Wavesne = § ; Meavalre = F 2 Wulle = 4 ; Mg sgirpar = 9)

T25) Efficacité du ereitement (& apprécier par le médecin) ¥
{Bumar = | ; Moyeane = 1 Maavaine = 22 Wulle = 4 ; Ne sail par = §)

T25) Effets indésirables lids oo raitement anti-#pileptique *

{Augan = [ ; Léthargir, somunlenie, ralemiiinemest = 2 ) Afaxie, froubles de poitere = 2 ¢

Hypertrophie gpagivais = 4 ; Iglicaitds d'apprentissage = 3 Hyperaclivilé = 6
Fagh cufand = 7 ; Awtred = 8 ; Nie sall pai = %)

T30} Dosepes médicamenteux des anii-4pileptiques -
il = | ; Now = 3 ; Ne vair par = 9
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COMMENTAIRES DES INVESTIGATEURS
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Annexe 3

Formulaires de consentement et copie du

journal officiel
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République Algérienne Démocratique et Populaire
cliddiuall ZMua) g oSl g dauall 3) 59
Ministére de la Santé de la Population et de l1a Réforme Hospitaliere
Centre Hospitalo-universitaire D’Oran

Service de Neurologie

FORMULAIRE DE CONSENTEMENT

L’investigateur signataire m’a informé(e) oralement et par écrit des buts et du déroulement de
I’étude génétique des épilepsies.

J’ai les informations pour 1’étude susmentionnée. J’ai regu des réponses satisfaisantes aux
questions concernant ma participation a cette étude. Je recois une copie de ma déclaration
écrite de consentement.

J’ai eu suffisamment de temps pour réfléchir avant de prendre ma décision.

Jaccepte le fait que les spécialistes responsables et les représentants des commissions
d’éthique aient un droit de regard sur les données originales me concernant pour procéder a
des vérifications, ces informations restant toutefois strictement confidentielles.

Je participe volontairement a cette étude dont les analyses se dérouleront aux hopitaux de
Genéve en Suisse. Je peux a tout moment retirer mon accord de participation sans avoir a

donner de raisons. Aucun inconvénient pour la suite de ma prise en charge ne découlera de
cette décision.

Je consens a participer

Date CL U e cee e et ananns

Date CLliCU e s

Date et lHeU.ovviiiiviieees e e
(signature de l'investigateur)
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République Algérienne Démocratique et Populaire
cliddiwall 7Mua) g GlSadl g dauall 5 59

Ministére de la Santé de la Population et de l1a Réforme Hospitaliere
Centre Hospitalo-universitaire D’Oran

Service de Neurologie
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Article 43 :

Le médecin, le chirurgien dentiste doit d’efforcer d’éclairer son malade par une
information intelligible et loyale sur les raisons de tout acte médical.

Article 44 :

Tout acte médical, lorsqu’il présente un risque sérieux pour le malade est
subordonné au consentement libre et éclairé du malade ou celui des personnes
habilitées par lui ou par la loi. Si le malade est en péril ou incapable d’exprimer
son consentement, le médecin, le chirurgien dentiste doit donner les soins
nécessaires.

Article 45 :

Dés lors, qu'il a accepté de répondre a une demande, le médecin, le chirurgien
dentiste s’engage a assurer a ses malades, des soins consciencieux, dévoués,
conformes aux données récentes de la science et de faire appel, s’il y a lieu, a
I'aide de confréres compétents et qualifiés.

Article 46 :

Le médecin, le chirurgien dentiste ne doit jamais se départir d’'une attitude
correcte et attentive. Il doit respecter la dignité du malade.

Article 47 :

le médecin, le chirurgien dentiste doit formuler ses prescriptions avec toute la
clarté nécessaire. Il doit veiller a la bonne compréhension des prescriptions par
le malade ou par son entourage. Il doit s’efforcer d’obtenir la bonne exécution
du traitement.

Article 48 :

Le médecin, le chirurgien dentiste, appelé a donner des soins dans une famille
ou ans une collectivité, doit s’efforcer d’obtenir le respect des régles d’hygiénes
et de prophylaxie. Il signale au malade et a son entourage leur responsabilité a
cet égard, vis a vis d’eux-mémes et de leur entourage.

Article 49 :

En cas de refus de soins médicaux, il est exigé du malade, une déclaration
écrite a cet effet.

Article 50 :

Le médecin, le chirurgien dentiste peut se dégager de sa mission a condition
que la continuité des soins aux malades soit assurée.
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Résumé

L’existence d’'une composante génétique dans I'épilepsie est connue depuis des années
grace aux études épidémiologiques de concordance entre jumeaux et d’agrégation
familiale, qui fournissent des preuves convaincantes pour 1'héritabilité de 1'épilepsie. En
dépit des avancées majeures des techniques d’exploration pangénomique, les épilepsies
génétiques n’ont pas encore livré tous leurs secrets. Cette étude avait pour objectifs de
caractériser des variants génétiques de vulnérabilité a I'épilepsie, d’étudier les modes de
transmission et d’analyser les relations génotype/phénotype chez des familles
Algériennes.

Il s’agit d’'une étude prospective menée au service de Neurologie du CHU d’Oran sur une
période de 05 ans. Des familles multigénérationnelles comportant chacune au moins
deux individus épileptiques ont participé a I'étude. Les analyses génétiques réalisées
consistaient en un séquencage exomique de nouvelle génération, la technique de
Southern Blot, et la recherche de variations du nombre de copies d’ADN (CNV) par la
technique de CGH-array.

Parmi les quarante familles ayant participé a 1'étude, six ont bénéficié d’études
génétiques. Ces études ont permis d’identifier une mutation de novo (p.A39E) dans le
gene GAL codant pour le neuropeptide galanine chez des jumeaux monozygotes atteints
d’épilepsie du lobe temporal (ELT). Le réle du peptide Galanine dans la régulation du
processus d’épileptogénese a été démontré il y a plus de deux décennies sur des
modeles animaux, mais a ce jour, aucune mutation GAL en rapport avec un phénotype
épileptique n’avait été décrite chez 'Homme. Nous avons complété I'étude génétique par
des analyses in silico qui ont confirmé 'hypothese de causalité de la mutation identifiée,
et corrélé le génotype au phénotype dans cette famille. Nos résultats pourraient avoir
des retombées directes sur le développement de molécules antiépileptiques a base de
galanine et de traitements par thérapie génique. Nous avons analysé une deuxieme
famille au phénotype d’ELT et comorbidités psychiatriques. Le séquencage exomique a
mis en évidence un variant (rs55689103) du gene RELN déja incriminé dans I'épilepsie
et la schizophrénie. Nous avons identifié deux autres familles au phénotype d’épilepsie
myoclonique progressive de type 1. L’étude génétique par Southern Blot a confirmé
I'expansion du dodécamere CCCCGCCCCGCG dans le géne EPM1. Par ailleurs, deux autres
familles ont été analysées par CGH-array, mais aucun CNV pathogene n’a été identifié
par cette technique. L’étude d’autres familles multigénérationnelles permettrait
d'identifier de nouveaux variants génétiques des épilepsies.

Mots clés : épilepsie, génétique, phénotype, pedigree, polymorphisme, mutation, CNV,
CGH-array, séquencage exomique.
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Abstract:

A genetic component to epilepsy has been recognized since Antiquity and is well
established through twin and familial aggregation studies, which provide convincing
evidence for the heritability of epilepsy. Despite major advances in genetic studies,
genetic epilepsies have not yet revealed all their secrets. This prospective study aimed
to identify genetic variants of epilepsy, to document the genotype/phenotype
correlations and inheritance patterns in multigenerational Algerian families. Genetic
analyzes included exome sequencing, CGH-array and Southern blotting.

We studied a family with a pair of monozygotic twins affected by temporal lobe epilepsy.
Exome sequencing revealed that both twins carried a novel de novo mutation (p.A39E)
in the GAL gene encoding the galanin neuropeptide. This latter was found to act as a
potent anticonvulsant and regulates epileptic seizures in animal models. However, until
now its role in human epilepsy was not established. Functional analysis showed
evidence that the mutant protein disrupts galanin signalling, and strongly supports GAL
as the causal gene for the TLE in this family.

We described a family with two siblings affected by temporal lobe epilepsy and
psychiatric comorbidities. Exome sequencing identified a single nucleotide
polymorphism in the RELN gene (rs55689103) whose mutations have been associated
with epilepsy and schizophrenia.

We identified two families with progressive myoclonus epilepsy type 1. Genetic studies
by Southern blotting showed an expansion of dodecamer CCCCGCCCCGCG in EPM1 gene.
In addition, two other families were analysed by CGH-array, but no pathogenic CNV was
identified. The study of other multigenerational families would identify new genetic
variants of epilepsy.

Keywords: epilepsy, genetics, phenotype, pedigree, polymorphism, mutation, CNV, CGH-
array, exome sequencing.
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