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Partie |

Malformations vasculaires cérébrales pédiatriques
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. Rappels anatomiques et embryologiques

L’appareil cardio-vasculaire est essentiel pour le transport des nutriments et de
I'oxygene vers les différents organes, la régulation de la température corporelle ainsi que
pour sa participation a la réponse immunitaire. Il assure également le transport et
I’élimination des déchets. Il s’agit d’'un systeme clos contenant schématiquement une
pompe (le coeur) ainsi qu’un systéme de canalisations (arteres, veines et capillaires). A ce
réseau artériel et veineux s’ajoute un réseau parallele, le systeme lymphatique, dont la

principale fonction est sa participation essentielle a la réponse immunitaire.

a. Structure générale des vaisseaux

L’'ensemble des arteres et des veines du corps sont constituées de composantes
histologiques différentes. L'intima correspond a la tunique (paroi) circulaire la plus
interne, composée de I'endothélium (épithélium unistratifié de cellules endothéliales). La
media est la tunique intermédiaire, composée de tissu conjonctif ainsi que de cellules
musculaires lisses (artéres de petit et moyen calibre). L'intima et la media sont séparées
I'une de l'autre par la limitante élastique interne. L’adventice est la tunique la plus
externe, également composée de tissu conjonctif ainsi que de fibres nerveuses (systéme
nerveux sympathique et parasympathique responsable de la vasomotricité). Cette
derniére comporte également des vasa vasorum (vaisseaux nourriciers). Ceux-ci sont
indispensables pour irriguer les artéres dont le calibre dépasse le millimetre. Les vasa
vasorum couvrent les besoins de I'adventice ainsi que des deux tiers externes de la media.
L'intima et le tiers interne de la media sont irrigués par le sang circulant a l'intérieur du

vaisseau. La media et I'adventice sont séparées par la limitante élastique externe.
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b. Embryologie vasculaire cérébrale : généralités

i. Développement artériel cérébral

Le développement du systeme cardiovasculaire se déroule durant la période
embryonnaire, de la 5™ & la 10°™ semaine d’aménorrhée (SA) chez ’'Homme. Il découle
de la succession de deux grands processus : la vasculogenese et I'angiogenese. La
vasculogeneése correspond au mécanisme qui aboutit a la différenciation
d’hémangioblastes (agrégats cellulaires mésodermiques) en angioblastes et qui permet la
formation des vaisseaux primitifs. L’angiogeneése permet le développement de néo-
vaisseaux a partir de vaisseaux préexistants. La croissance de ces néo-vaisseaux s’effectue
par bourgeonnement guidé par différents facteurs de croissance, dont certains sont pro-

angiogéniques (VEGF, PDGF, TNF, FGF) et d’autre anti-angiogéniques (angiostatine,

thrombospondine).!

Le développement de la circulation cérébrale démarre de facon concomitante a la
formation des principaux vaisseaux dés la 58™ SA. Six arcs aortiques primitifs proviennent
du sac aortique, lui-méme situé a la surface ventrale embryonnaire. Leur formation et
leur involution s'effectuent de fagon séquentielle selon un gradient cranio-caudal a partir
de la 6™ SA. Ces arcs assurent la liaison entre les aortes ventrales ou dorsales (paires).
Les arteres carotides primitives ainsi que la portion proximale des carotides internes
dérivent du troisieme arc. Leur développement s’effectue en direction du prosencéphale.
L'artere carotide interne donnera naissance a l'artéere ophtalmique, I'artere cérébrale
moyenne (Sylvienne), l'artere communicante postérieure et I'artére choroidienne
antérieure. Ce réseau artériel cérébral antérieur permet d’assurer l'irrigation de prés de

80% des structures de la boite cranienne.
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Le rhombencéphale et le mésencéphale sont irrigués par le tronc basilaire, qui nait
de la réunion des artéres vertébrales droite et gauche, elles-mémes issues des arteres
sous-clavieres. Le tronc basilaire se divisera ensuite en deux artéres cérébrales
postérieures (droite et gauche). La réunion des réseaux artériels cérébraux dérivés de la
carotide interne et du tronc basilaire s’effectue au niveau du polygone de Willis. Ce
dernier est constitué par les artéres cérébrales antérieures, I'artéere communicante
antérieure, les artéres cérébrales moyennes, les arteres cérébrales postérieures et les

arteres communicantes postérieures (Figure 1).

ii.  Angioarchitecture veineuse cérébrale

L'angioarchitecture veineuse cérébrale est plus complexe, possédant de tres
nombreuses variations. Les travaux de Raybaud et collaborateurs ont particulierement
aidé a la compréhension des mécanismes liés au développement des pathologies
neurovasculaires.>? Le systéme veineux cérébral peut étre divisé en deux entités: les

voies de drainage superficielles et profondes.

1. Systéme veineux superficiel

Le cortex cérébral et la couche la plus superficielle de la substance blanche
bénéficient d’un drainage veineux par les veines corticales. Des veines piales cheminent le
long des sillons corticaux et en profondeur. Elles servent de collecteur pour les veines
corticales qui se drainent de fagon centrifuge dans les sinus veineux duraux (sinus sagittal

supérieur).
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2. Systéme veineux profond

A l'inverse du systeme superficiel, le systeme veineux profond posséde une
organisation centripete. Le drainage de la portion centrale de la substance blanche
s’effectue par les veines médullaires profondes qui se dirigent vers les veines sous-
épendymaires. Ces derniéres convergent vers les veines cérébrales internes qui recoivent
également des afférences des veines septales, caudées et thalamostriées. Les veines
cérébrales internes, au nombre de deux, convergent vers la ligne médiane et sont
rejointes par les veines basales dites de Rosenthal pour former un collecteur médian
unique : la grande veine de Galien. Cette derniere se draine dans le sinus droit qui
accueille également une afférence représentée par le sinus sagittal inférieur (situé sur la
face supérieure du corps calleux). Le sinus sagittal supérieur et le sinus droit convergent
tous deux vers le torcular (ou Pressoir d’Hérophile), zone de confluence qui s’ouvre vers
les sinus transverses, paires. Ces derniers se drainent dans les sinus sigmoides et enfin,

dans les veines jugulaires internes.
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Figure 1 : Vascularisation artérielle cérébrale - le polygone de Willis
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L'artere (ou tronc) basilaire se divise en deux artéres cérébrales
postérieures au dessus du pont. Ces artéres communiquent avec les
arteres carotides par le biais d’artéres communicantes pour former le
polygone de Willis. Les arteres cérébrales postérieures, moyennes

(Sylviennes) et antérieures sont issues du polygone de Willis.
Schéma libre de droit
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l. Malformations vasculaires cérébrales de I’enfant

a. Généralités

Les malformations vasculaires cérébrales de I'enfant sont relativement rares.*
Elles constituent des entités nosologiques distinctes des formes de I'adulte. Leur
symptomatologie, parfois sévere, peut s’observer des la période anténatale. On
dénombre trois grands types de malformations vasculaires cérébrales pédiatriques
(Figure 2). Celles-ci sont classées en fonction de leur topographie. On distingue les
malformations anévrysmales de la veine de Galien (MAVG), les malformations
artérioveineuses piales (MAVP) ainsi que les malformations des sinus duraux (MSD).
Seules les MSD et les MAVG peuvent étre diagnostiquées durant la vie foetale. Les MAVP
apparaissent généralement durant les deux premiéres années de vie.> Les malformations
vasculaires cérébrales avec fistules artérioveineuses sont a |'origine de deux grands types
de complications :

- Les conséquences de l'insuffisance cardiaque a haut débit : le vol vasculaire induit
par le shunt artério-veineux peut étre responsable d’anomalies cérébrales séveres
(leucomalacie péri-ventriculaire et atrophie corticale) au pronostic neuro-
développemental sombre.

- Les conséquences hydrodynamiques liées a la surcharge veineuse : I'augmentation
des pressions hydro-veineuses est la conséquence d’'une immaturité du systeme
vasculaire cérébral profond qui ne peut assurer I'équilibre des pressions. Cette
surcharge se manifeste par une hydrocéphalie, a l'origine de l'augmentation
fréquente et significative du périmetre cranien chez les jeunes enfants présentant

une fistule artérioveineuse cérébrale. Cette hydrocéphalie, lorsqu’elle n’est pas
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traitée, peut également avoir des conséquences invalidantes sur le

développement psychomoteur.

Figure 2 : Malformations vasculaires cérébrales de I’enfant - aspects angiographiques

Angiographies cérébrales en coupe sagittale au temps artériel.

A : Malformation anévrysmale de la veine de Galien : malformation artérioveineuse choroidienne
se drainant dans la veine médiane du prosencéphale, associée a un retour veineux profond
anormal.

B : Malformation des sinus duraux s’étendant du sinus latéral gauche jusqu’au torcular et
responsable d’un effet de masse.

C : Malformation artérioveineuse piale inter-hémisphérique alimentée par une branche frontale
interne issue de I'artére cérébrale antérieure gauche.

Source : Centre de référence des maladies neurovasculaires malformatives de I'enfant et référence *

b. Malformation anévrysmale de la veine de Galien (MAVG)

i. Description anatomique

La MAVG est la plus fréquente malformation vasculaire cérébrale diagnostiquée
durant la période prénatale et chez le nourrisson.® On estime son incidence a 1/25 000
naissances.”® Il s’agit d’'une malformation artérioveineuse (MAV), située dans I'espace
choroidien ou sous-arachnoidien, dont les afférences proviennent principalement des

arteres choroidiennes (Figure 3). Les artéres cérébrales antérieures peuvent également
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alimenter la fistule. Le drainage de cette fistule s’effectue dans la veine médiane du
prosencéphale, également appelée veine de Markowski.? La veine de Markowski,
collecteur médian extra-cérébral, est le précurseur embryonnaire de la grande veine de
Galien.? La veine de Markowski draine les plexus choroides des ventricules latéraux au
cours du 1" trimestre de la grossesse. Elle reste fonctionnelle jusqu’a la formation des
veines cérébrales internes puis régresse partiellement et spontanément aprés la 11°™¢ SA.
Elle persiste dans sa portion postérieure et accueille-la les veines cérébrales internes pour
devenir la grande veine de Galien. Dans le cadre d’'une MAVG, la veine de Markowski,

siege de la fistule, est anormalement persistante.

La MAVG se définit également par une variation de I'anatomie veineuse cérébrale.
Le drainage conventionnel du systeme veineux profond ne s’effectue plus via la grande
veine de Galien mais par des voies alternatives comme par les veines latéro-
mésenséphaliques, par les veines sub-temporales ou encore par les sinus latéraux. Cette
modification de I'angio-architecture veineuse cérébrale s’accompagne de facon réguliere
par la persistance de sinus duraux embryonnaires, normalement prédestinés a involuer
en fin de grossesse, comme le sinus falcoriel, occipital médian ou marginal. La veine de
Galien malformative qui recgoit le shunt est ainsi exclue de la circulation veineuse

profonde et se draine dans le torcular via un sinus falcoriel.
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Figure 3 : Angioarchitecture cérébrale veineuse normale et ses modifications dans la

malformation anévrysmale de la veine de Galien (MAVG)

Angioarchitecture veineuse normale (a) et ses modifications au cours d’'une MAVG (b et c). 1:
sinus longitudinal supérieur, 2: veine de Galien, 3: sinus droit, 4: torcular, 5: veine jugulaire, 6:
artere péricalleuse (issue de I'artere cérébrale antérieure), 7: tronc basilaire, 8: malformation de
la veine de Galien, 9: sinus pétreux supérieur, 10: sinus falcoriel. Le systéme veineux profond se
draine a I’état normal dans la grande veine de Galien puis dans le sinus droit qui se dirige vers le
torcular (a). En cas de MAVG (b), le systéme veineux profond ne se draine plus dans la veine de
Galien malformative. Cette derniére ne recoit plus que des afférences artérielles aberrantes issues
de I'artére basilaire et/ou des artéres carotides internes. Le drainage veineux profond normal (c)
empreinte alors des voies alternatives vers le sinus pétreux supérieur (aspect en « epsilon »
caractéristique : fleche) ou vers un sinus falcoriel (10) pour rejoindre le sinus longitudinal
supérieur.

Source : Centre de référence des maladies neurovasculaires malformatives de I'enfant - CHU BICETRE

ii. Circonstances diagnostiques et prise en charge

1. Diagnostic anténatal

Le développement de la MAVG intervient durant la période embryonnaire, au
cours du 1°" trimestre de la grossesse. Son diagnostic échographique anténatal peut étre
accessible a partir du deuxieme trimestre. Lorsque le diagnostic est établi de fagon
précoce, celui-ci s’accompagne le plus souvent de signes de mauvaise tolérance
hémodynamique dont I'aggravation progresse avec le terme.® La suspicion diagnostique
de MAVG est portée sur la réalisation de la coupe systématique du diametre bipariétal
recommandée par le comité national technique de I'’échographie de dépistage prénatal.
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Elle correspond a une image anéchogene extra-parenchymateuse de la ligne médiane,
arrondie et qui refoule le 3®™¢ ventricule cérébral vers I'avant (Figure 4). On compare
cette image a une raquette car la dilatation observée se draine le plus fréquemment dans
le sinus falcoriel en arriere.’® L’étude en Doppler couleur confirme I'existence de flux
turbulents a haut débit et écarte ainsi certains diagnostics différentiels plus fréquents
comme les kystes arachnoidiens ou les cavités de porencéphalie.l! La suspicion de MAVG
impose la réalisation d’un bilan d’imagerie au sein d’un centre expert (centre de
référence ou de compétence en pathologie neurovasculaire malformative congénitale)
afin de confirmer le diagnostic et d’apprécier la tolérance et I’éventuel retentissement

foetal.

L’échographie obstétricale de 2°™¢ ligne doit comporter une étude de
I’lhémodynamique feetale.!? La MAVG est a 'origine d’une augmentation progressive de la
précharge cardiaque et la situation d’hyper-débit conduit a I'insuffisance cardiaque.
L’évaluation du retentissement de I’hyper-débit vasculaire est fondée sur la recherche
d’une cardiomégalie et d’une fuite tricuspide qui sont les premiers éléments
chronologiques en faveur d’'une adaptation cardiaque.’® Dans les cas les plus sévéres, la
décompensation cardiaque peut étre a l'origine d’un tableau d’anasarque fecetale puis
d’une mort feetale in utero. Le vol vasculaire induit par la MAVG peut dans certains cas
étre responsable d’anomalies cérébrales sévéres (lésions d’encéphalomalacie). La
réalisation d’'une IRM cérébrale feetale est indispensable au bilan initial car elle améliore
la sensibilité diagnostique et permet une étude du parenchyme cérébral a la recherche de
stigmates d’encéphalomalacie.* Plus récemment, la mise en évidence d’une dilatation

anormale des artéres cérébrales moyennes (aspect de « pseudo-feeders») a été
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impliguée comme un marqueur précoce d’évolution vers I'encéphalomalacie.’® La
normalité de I'IRM réalisée dans le cadre du bilan initial doit étre prise avec précaution
car d’authentiques encéphalomalacies diffuses peuvent survenir de fagon brutale au
cours du 3™ trimestre (Figure 5). L'existence de telles lésions peut rendre acceptable
une demande d’interruption médicale de grossesse effectuée par la patiente. En cas de
doute sur une décompensation cardiaque, la fin de la grossesse doit étre organisée
auprés d’équipes spécialisées disposant d’un plateau technique adéquat (réanimation

pédiatrique et service de neuroradiologie interventionnelle pédiatrique) (Tableau 1).
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Figure 4 : Echographie obstétricale d’un feetus porteur d’'une MAVG

1 D 24.01mm
2 D 38.98mm

Feetus de 34 semaines d’aménorrhée porteur d’'une MAVG mesurant 39 mm
de grand axe sur une coupe cérébrale transversale (A). L'étude en mode
Doppler couleur objective la présence d’'un flux turbulent au sein de la
MAVG en coupe transversale (B) et sagittale (C).

Source : H. Bouchghoul, Service d’Obstétrique, CHU Bicétre
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Figure 5 : Imagerie par résonnance magnétique cérébrale d’'un feetus

porteur d’'une MAVG dans une forme sévere

IRM cérébrale du méme feetus (figure 4) a 35 SA en coupe transversale (A) et
sagittale (B) en signal T2. La MAVG (1) se draine dans un sinus falcoriel (2) qui
lui-méme se draine dans le torcular (3). On note un élargissement des
espaces péri-cérébraux. L'étude en signal T2 permet d’observer une
dédifférenciation compléte entre la substance blanche et la substance grise
au niveau des deux hémispheres cérébraux, symptome d’une ischémie
cérébrale diffuse.

Source : C. Adamsbaum, Service de Radiopédiatrie, CHU Bicétre.
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Tableau 1 : Prise en charge anténatale et accouchement — Recommandations du centre de

référence des maladies neurovasculaires malformatives de I'enfant du CHU de Bicétre

- IRM cérébrale dés la découverte de la malformation, répétée entre la 32°™ et la 34 semaine
d’aménorrhée, avec séquences informatives T2 SE (3 plans), T1, Diffusion et si possible séquences
T2*, TOF Willis, ARM veineuse

- Accouchement en maternité de type lll

- Accouchement dans un hopital disposant d’un centre de neuroradiologie interventionnelle
pédiatrique en cas de signes de défaillance cardiaque foetale

- Accouchement a terme pour un poids de naissance idéal > 2,5 kg en cas d’embolisation

- Voie basse non contre-indiquée

ARM : angiographie par résonnance magnétique ; TOF : temps de vol

2. Prise en charge post-natale

A la naissance, les patients bénéficient d’'une évaluation immédiate par une
équipe rompue a la prise en charge réanimatoire. Une échographie cardiaque est
proposée dans les premiers jours de vie chez les patients pauci ou asymptomatiques, ou
en urgence chez les patients présentant des signes de décompensation cardiaque
néonatale. Cette échographie permet d’évaluer la fonction ventriculaire et I'existence
d’une éventuelle hypertension artérielle pulmonaire iso ou suprasystémique.'® Une IRM
cérébrale doit également étre réalisée dans les premiers jours de vie. Celle-ci permet une
évaluation plus fine du retentissement du vol vasculaire sur le parenchyme cérébral.
L’ensemble des investigations réalisées a la naissance est intégré dans un score
pronostique, le score néonatal de Bicétre.l” Ce score évalue les fonctions cardiaques,

cérébrales, respiratoires, hépatiques et rénales et permet une orientation thérapeutique
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en fonction de la sévérité de la symptomatologie (Tableau 2) :

- Un score inférieur a 8: le pronostic cérébral est sombre malgré une prise en
charge intensive. Une abstention thérapeutique et un accompagnement sont
préconisés.

- Un score compris entre 8 et 12 : une prise en charge par embolisation doit étre
réalisée en urgence devant le risque de détérioration cérébrale et systémique
rapide.

- Un score supérieur a 12 : la situation clinique est contrélable par un traitement
médical. La réalisation d’un geste endovasculaire sera proposée vers I'age de cinqg

mois de vie.

L’embolisation est aujourd’hui le traitement de premiere intention dans le monde
en raison des bénéfices escomptés largement supérieurs aux risques de la procédure. &
La premiére embolisation a pour but une oblitération partielle (jusqu’a 50%) du shunt
artério-veineux (Figure 6). Les conséquences a court terme sont une normalisation rapide
de I'hémodynamique permettant une décroissance des médicaments cardiotropes.
L’embolisation trans-artérielle permet également I'obtention d’un équilibre des pressions
hydro-veineuses et contribue a lutter contre I'hydrocéphalie. Un patient bénéficiera
d’une ou plusieurs sessions d’embolisations en fonction du type de MAVG (murale ou

choroidienne), de l'importance du shunt initial et de la réponse a la premiére

embolisation.
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Tableau 2 : Score néonatal de Bicétre

Fonction cardiaque

Fonction cérébrale

Fonction respiratoire

Fonction hépatique

Fonction rénale

Normale

Normale

Normale

Surcharge mineure,

sans traitement

Anomalies EEG

infracliniques

Tachypnée, finit les

biberons

Insuffisance

cardiaque, stable

Signes
neurologiques

intermittents

Tachypnée, ne finit

pas les biberons

Normale

Normale

Insuffisance

Crise convulsive

Ventilation assistée,

Hépatomégalie, bilan

Anurie transitoire

cardiaque, instable  isolée Saturation normale hépatique normal
sous FiO; < 25%
Ventilation Epilepsie Ventilation assistée, Insuffisance Diurese instable
nécessaire Saturation normale hépatique modérée sous traitement
sous FiO; > 25% ou transitoire
Résistance au Signes Ventilation assistée, Troubles de la Anurie

traitement médical

neurologiques

permanents

désaturation

coagulation, cytolyse

sévere

Score < 8 : abstention thérapeutique. Score 8 - 12 : embolisation en période néonatale. Score >
12 : embolisation vers I’age de 5 mois. EEG : électroencéphalogramme.
Source : Lasjaunias PL, Chng SM, Sachet M, Alvarez H, Rodesch G, Garcia-Monaco R. The
management of vein of Galen aneurysmal malformations. Neurosurgery. nov 2006;59.

Figure 6 : Embolisation trans-artérielle d’'une MAVG

A

MAVG de forme murale. Opacification de la MAVG par un abord artériel vertébral (A).
L’embolisation trans-artérielle des fistules a haut débit permet d’obtenir une diminution de 50%

du shunt artério-veineux (B)
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Partie Il

Génétique des MAVG
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l. Introduction

Comme décrit précédemment, les MAVG correspondent a une entité nosologique
précise : il s’agit d’'une malformation artérioveineuse choroidienne (associant une ou
plusieurs fistules) se drainant dans une veine de Galien malformative et ectasique. Il s’y
associe de fagon systématique une anomalie du retour veineux cérébral profond qui est
déconnecté de I'ampoule de Galien et emprunte des voies de drainage alternatives. Les
authentiques MAVG doivent étre distinguées des fistules piales qui se drainent dans une
veine de Galien mature et non malformative, sans anomalie du retour veineux cérébral.
Malgré les avancées diagnostiques et thérapeutiques significatives de ces 20 dernieres
années, notre compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans la genése des
MAVG restait rudimentaire. Certaines maladies mendéliennes ont été rapportées comme

associées a des MAVG ou a d’autres fistules a haut débit.

Il MAVG et syndrome malformation capillaire — malformation artérioveineuse

Le syndrome malformation capillaire — malformation artérioveineuse (CM-AVM)
se caractérise par l'association de multiples malformations capillaires et d’'une ou
plusieurs MAV.'° Les malformations capillaires sont de petite taille, de couleur rosée, le
plus souvent multiples et disséminées sur le corps. Les MAV associées peuvent intéresser
différents territoires : intra-musculaires, cutanées, sous-cutanées, intra-osseuses ou
cérébrales. Le syndrome CM-AVM, décrit pour la premiere fois en 2003, est di dans pres
de 50% des cas a des mutations hétérozygotes perte de fonction du géne RASA1.2%21 Ce
géne, situé en 5q13.3, code pour une protéine (p120-RasGAP) qui est une GTPase

activating protein augmentant la faible activité GTPase intrinseque de p21Ras (MIM
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#139150). Cette protéine est directement impliquée dans le contrdle de la prolifération et
de la différenciation cellulaire. Les protéines RAS sont en cycle permanent entre forme
active (guanosine-triphosphate) et forme inactive (guanosine-diphosphate). La faible
activité GTPase des protéines RAS est renforcée par I'action de protéines GAPs (GTPase-
activating proteins) comme RASAL. La protéine RASA1 a été initialement purifiée a partir
de tissus placentaires en 1988.22 Sa cartographie sur le bras long du chromosome 5 a été
déterminée un an plus tard.?® Les études sur modéle murin ont permis de déterminer
I'implication de RASA1 dans le développement vasculaire. L’invalidation du gene
(« knockout » homozygote) aboutit a un arrét précoce du développement et a la mort des
souris au 10°™¢ jour de gestation.?* L’étude approfondie des souris, dont I'expression de
RASA1 a été réprimée, objective de nombreuses anomalies vasculaires impliquant
notamment des réductions du calibre des gros vaisseaux, un bourgeonnement anormal
des vaisseaux issus de branches ventrales segmentaires provenant de I'aorte dorsale ainsi
que des aberrations vasculaires du sac vitellin. Les souris hétérozygotes mutantes ne

présentaient pas de phénotype vasculaire particulier.

Le lien entre le locus de RASA1 et le syndrome CM-AVM a été suggéré grace a une
étude de liaison génétique au sein d’une famille multiplex.?® La confirmation de
I'implication de RASA1 a été démontrée par la méme équipe : 6 familles présentant des
malformations capillaires associées a des malformations artérioveineuses ou a des
angiodysplasies ostéohypertrophiques (syndrome de Parkes-Weber) étaient porteuses de
mutations hétérozygotes perte de fonction de RASA1.%° La variabilité phénotypique a été
associée au fait que RASA1 code pour une protéine impliquée dans la signalisation de

plusieurs récepteurs de facteurs de croissance controlant la prolifération, la migration et
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la survie de plusieurs populations cellulaires dont les cellules endothéliales. Il a été
rapporté des familles dans lesquelles co-ségrégent mutations pathogéniques de RASA1 et
malformations capillaires, en I"absence de malformations artérioveineuses.?® Une étude
de cohorte rétrospective a permis d’impliquer des mutations pathogéniques de RASA1
chez plus de deux tiers des patients porteurs d’un authentique syndrome CM-AVM.%! Les
mutations, majoritairement tronquantes, ne sont pas restreintes a une région particuliere
du gene. Les MAV associées sont disséminées: cérébrales, osseuses, linguales et
rachidiennes. Trois des 12 patients porteurs de MAV intracraniennes, étaient atteints de
MAVG. Une autre publication de la méme équipe fait état de deux patients mutés pour
RASA1 et porteurs d’'une MAVG, sur 101 patients issus de 44 familles.?’ Par la suite, la
méme équipe a publié une série de 11 patients atteints de MAVG parmi lesquels quatre
étaient porteurs de mutations hétérozygotes de RASA1 (trois mutations faux sens et une
mutation non-sens).?’ Les trois premiers patients présentaient une MAVG isolée, le
qguatrieme avait des malformations capillaires associées. Il existe cependant une limite
relative a ces cohortes: aucune description angiographique précise n’a été fournie
permettant d’attester de [l'authenticité des MAVG. L’hypothése d’un diagnostic
différentiel, tel qu’une fistule piale se drainant dans une veine de Galien mature, ne peut

étre écartée.

Plus récemment, I'"hypothese d’'un second évenement s’associant aux mutations
germinales a été soulevée. Il a été objectivé I'existence de mutations somatiques
tronquantes de RASA1 au sein de malformations capillaires chez des patients porteurs par
ailleurs d’une autre mutation germinale de RASA1 (également tronquante).?82° La grande

variabilité phénotypique ainsi que I'existence de mutations somatiques surajoutées
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confortent lI'idée qu’un second événement pourrait étre nécessaire pour la genése
d’anomalies vasculaires dans le syndrome CM-AVM. Ce modele physiopathologique a
déja été démontré dans le cas d’autres anomalies vasculaires tels que les cavernomes
cérébraux héréditaires liés a des mutations des génes CCM1, CCM2 ou CCM3.3° La
pénétrance de la maladie est incomplete puisque 40% des porteurs de mutations
pathogéniques ne développeront aucun symptome. L'inactivation somatique d’un des
génes CCM1, CCM2 ou CCM3 au niveau de I'endothélium |ésé se surajoute a I'inactivation
germinale de l'autre copie du méme geéne pour générer la survenue d’un ou plusieurs

cavernomes cérébraux.

. MAVG et maladie de Rendu-Osler-Weber (Télangiectasie hémorragique

héréditaire)

Le syndrome de télangiectasie hémorragique héréditaire (HHT ou maladie de
Rendu-Osler-Weber) correspond a une maladie vasculaire de transmission autosomique
dominante, dont la pénétrance est complete a I'age adulte. Sa prévalence est estimée
entre 1/2 000 et 1/10 000 personnes.3! Ce syndrome est caractérisé par la présence de
télangiectasies disséminées sur la peau et les muqueuses, et est a I'origine d’épistaxis
parfois séveres (responsables d’anémie). Il associe également des malformations
vasculaires qui peuvent toucher divers organes tels que le systéeme nerveux central, le
foie et les poumons. Les malformations vasculaires du systeme nerveux central sont
inconstantes et hétérogenes: ont été décrites des malformations caverneuses, des
fistules durales artérioveineuses ainsi que des MAV. Leur prévalence dans ce syndrome
est estimée aux alentours de 5%.3? Selon leur type et leur topographie, elles peuvent étre

responsables d’hémorragies ou de symptomes compressifs et nécessitent une prise en
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charge en milieu spécialisé. Les mutations hétérozygotes des genes ENG et ACVRL1 sont
responsables de la majorité des syndromes HHT (90% des patients). Ces deux génes
codent pour des sous-unités du récepteur membranaire du transforming growth factor-
beta (TGF-B). L'activation du récepteur du TGF-f implique la voie de signalisation des
protéines SMAD en aval. Des mutations du gene SMAD4 peuvent également étre
responsables du syndrome HHT (dans moins de 5% des cas). L'atteinte de SMAD4 est

responsable de formes syndromiques qui associent une polypose juvénile.3

Certains auteurs ont suggéré I'existence d’un lien entre syndrome HHT et MAVG. Il
a été rapporté le cas d’'un enfant porteur d’'une MAVG et également d’'une mutation
tronquante du géne ENG.3* Cette mutation était héritée de la mére du patient qui
présentait un phénotype clinique et une histoire familiale compatibles avec un syndrome
HHT. Plus récemment, une mutation faux-sens du gene ACVRL1 a été identifiée au sein
d’une cohorte de 4 patients atteints d’'une MAVG. Cette mutation est héritée de la mere
du patient et également partagée par sa sceur. Ni 'anamnese, ni I’examen somatique des
patients porteurs de la mutation impliquée ne sont en faveur d’'un syndrome HHT. Par
ailleurs, la méme mutation est référencée dans la base de données dbSNP (rs199874575 ;
NM_000020.2:¢c.652C>T) avec une fréquence allélique qui la rend plus fréquente que
I'incidence des MAVG. Néanmoins, une étude fonctionnelle de la mutation impliquée est
en faveur d’un effet délétére (diminution de la phosphorylation des protéines SMAD 1, 5
et 8; diminution de l'activité transcriptionnelle apres activation par la BMP9 humaine
pour le variant incriminé). Cette observation ne permet cependant pas de conclure a
I'implication de la mutation objectivée d’ACVRL1I dans la genese des MAVG

puisqu’aucune description angiographique cérébrale n’objective formellement I'existence
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d’une MAVG dans la publication en question.

V. MAVG récurrentes et formes familiales de MAVG

Les formes familiales de MAVG sont trés rares. |l a été rapporté I'existence d’une
récurrence de MAVG au sein d’une fratrie avec co-ségrégation d’une mutation faux sens
de RASA1 (c.2119C>T).?” Une autre publication fait état d’une suspicion de récurrence de
MAVG chez des jumeaux, cependant le diagnostic avait été suspecté sur une échographie
transfontanellaire post mortem qui objectivait I'existence d’une dilatation anevrysmale
d’un vaisseau cérébral sans précision. De plus, aucune information concernant la zygotie
n’était fournie.> La cohorte de Bicétre, actuellement constituée, comporte également
une famille multiplex avec récurrence au sein d’'une méme fratrie (données non publiées).
L'équipe de Xu et al. a rapporté le cas d’'une patiente qui avait bénéficié d’'une IRM
cérébrale pour I'exploration de vertiges rotatoires. Cette imagerie avait mis en évidence
une MAVG asymptomatique et méconnue. Cette patiente avait par ailleurs un antécédent

de mort foetale in utero en rapport avec une MAVG feetale.3®

Ces données suggerent I’hypothése d’une transmission dominante. Elles sont
néanmoins contrebalancées par la publication de deux « case-reports » de grossesses
gémellaires monochoriales avec disordance phénotypique : seul I'un des jumeaux était
atteint d’'une MAVG.3"38 Cette discordance n’écarte cependant pas I'’hypothése d’une
cause génétique dans les MAVG (mutation germinale avec pénétrance variable, mosaique
somatique ou hypothése du « double hit » : mutation germinale et mutation somatique

associées).
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C’est dans ce contexte que notre équipe a décidé d’investiguer I’"hypothése d’une

cause génétique pouvant expliquer la genese des MAVG.
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Partie lll

Patients

Matériel et méthodes
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l. Recrutement des patients

Cinquante et un patients, sans lien de parenté, ont été inclus du 1°" janvier 2015
au 31 décembre 2017 au sein du Centre de référence des pathologies neurovasculaires
malformatives de I'’enfant de I’hopital Bicétre. Le diagnostic positif de MAVG a été porté a
partir d’'une IRM cérébrale complétée par une angiographie artérielle cérébrale. Il répond
aux criteres de qualité suivant :

- Individualisation d'un ou plusieurs shunt(s) artérioveineu(x) (vaisseaux nourriciers
choroidiens) impliquant la grande veine de Galien qui est malformative et
ectasique.

- Retour veineux profond cérébral anormal : les veines cérébrales internes ne se
drainent plus dans la grande veine de Galien mais empruntent des voies
alternatives (veines latéro-mésencéphaliques, temporales ou sinus latéraux).

- Persistance de sinus duraux embryonnaires (sinus falcoriel, marginal et/ou

occipital médian)

Il existe plusieurs diagnostics différentiels dont des MAV durales se drainant dans
la grande veine de Galien normalement formée, ou encore des dilatations variqueuses de
la grande veine de Galien. L'absence de I'un des trois critéres angiographiques cités

précédemment constituait un critére de non inclusion.

1. Identification de génes candidats
a. Recherche de mutations ponctuelles et courtes délétions-insertions :
séquencage haut débit de I'exome entier (whole exome

sequencing/WES)
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i. Préparation des ADN

L’ADN génomique de chaque patient (enfants malades) a été extrait a partir de
sang total frais ou congelé (-20°c) a I'aide de kits d’extraction (QIAamp® DNA Blood Midi
Kit, Qiagen®, Hilden, Allemagne) selon les recommandations du fournisseur. En bref, 200
uL de protéase (Qiagen®, Hilden, Allemagne) ont été ajoutés a 2 mL de sang total et a 2,4
mL de tampon de lyse. L'ensemble a subi une incubation de 10 min a 70°c, permettant la
lyse des cellules nucléées. Deux mL d’éthanol absolu ont été ajoutés, permettant la
précipitation des ADN. Le produit de ces étapes a été transféré sur des colonnes dédiées
QlAamp Midi (Qiagen®, Hilden, Deutschland) avant une étape de centrifugation a 1850g
pendant 3 min. Les colonnes sont ensuite lavées a 2 reprises a I'aide de tampons dédiés
(centrifugation a 4500g pendant 1 min entre le 1°" et le 2™ |avage ; centrifugation a
4500g pendant 15 min a 'issue d’un second lavage). Trois-cents pL de tampon d’élution
ont été ajoutés sur la colonne afin d’éluer les ADN purifiés (centrifugation finale a 4500g
pendant 2 min). Les ADN ainsi obtenus ont bénéficié d’'un contrble de la qualité par
migration sur gel d’agarose a 1% ainsi que d’un dosage sur un Qubit® 2.0 Fluorometer
(Thermo Fisher Scientific®, Waltham, MA, USA) a I'aide de Qubit® dsDNA BR Assay kits
(Thermo Fisher Scientific®, Waltham, MA, USA). Ce contréle est complété par une mesure

de la densité optique (ratio 260/280 optimal compris entre 1,8 et 2,0).

ii. Préparation des librairies

Les librairies correspondent a I’ensemble des ADN que |'on souhaite séquencer. Il
existe deux grandes stratégies d’obtention des librairies. Le choix de chaque stratégie est

dicté par l'usage que I'on souhaite en faire. Les librairies nécessaires a la réalisation d’un
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séquencage d’'un génome entier sont réalisées par la stratégie « shotgun »: les ADN
subissent une étape de fragmentation, permettant d’obtenir des brins de taille
équivalente mais dont les points de cassure sont aléatoires. La fragmentation peut étre
obtenue par méthode physique (sonication) ou par méthode enzymatique (enzymes de
restriction). Si le séquencage intéresse une partie plus restreinte du génome (exome
entier ou ciblé par exemple), il faudra adjoindre des étapes permettant de capturer les
régions d’intérét avant de procéder au séquencage. Le séquencage de I'exome entier et
ciblé employés dans notre étude comportent les mémes principales étapes et ont été
réalisés selon les recommandations du fournisseur (SureSelectXT Target Enrichment
System® for Illumina Multiplexed Sequencing, Agilent Technologies®, Santa Clara, CA,
USA). Les principales étapes de la préparation des librairies sont résumées ci-dessous :
1. Fragmentation mécanique de 3 a 5 ug d’ADN génomique par un Covaris S2°
(Covaris, Inc, Massachusetts, USA) : méthode de sonication
2. Vérification de la qualité a I'aide d’un Bioanalyzer 2100® (Agilent
Technologies®, Santa Clara, CA, USA)
3. Réparation enzymatique des extrémités
4. Purification des échantillons (AMPure XP beads®, Beckman Coulter, Brea, CA,
USA)
5. Adénylation des extrémités 3' des fragments d'ADN
6. Purification des échantillons (AMPure XP beads®)
7. Ligation des adaptateurs
8. Purification des échantillons (AMPure XP beads®)
9. Amplification des librairies

10. Purification des échantillons (AMPure XP beads®)
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Les

Vérification de la qualité et de la quantité (Bioanalyzer®)
Hybridation/Capture
Hybridation des échantillons d'ADN aux librairies capturées

Préparation des billes magnétiques de streptavidine

Capture de I'ADN hybridé a I'aide des billes de streptavidine

Indexation et préparation des échantillons pour le séquencage multiplex
Amplification des librairies capturées avec les primers d'indexage
Purification des librairies capturées et amplifiées (AMPure XP beads®)
Vérification de la qualité et de la qualité (Bioanalyzer®)

Quantification des librairies (Qubit®)

Pool des échantillons en vue du séquengage multiplex

Préparation finale des échantillons a séquencer (dénaturation et dilution des

librairies)

iii. Séquencgage haut débit

librairies préalablement préparées ont été séquencées a l'aide des

séquenceurs de nouvelle génération Illlumina MiSeq® (séquencage de I'exome ciblé) ou

du Illumina HiSeq® (séquencage de I'exome entier) en mode 75 bp paired-end (lllumina,

Inc, San Diego, USA).

iv. Analyse bio-informatique

Les reads issus du séquengage haut débit ont été alignés contre le génome de

référence

(UCSC hg19, National Center for Biotechonology Information, build 37.3) a
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I'aide du logiciel Burrows-Wheeler Aligner.?® Les variants ont été sélectionnés a 'aide du
logiciel Samtools et ont été annotés grace au logiciel Annovar.?>4! La profondeur de
lecture avait une médiane de 67x. Les reads avec un score de qualité de mapping d’au
moins 20 ainsi qu’une profondeur de lecture de plus de 2x ont été sélectionnés. Les
variants suivants ont été sélectionnés : variants introniques proches des jonctions intron-
exon, variants exoniques incluant les variants synonymes proches des jonctions intron-
exon, faux-sens, non-sens, ainsi que les courtes délétions ou insertions des régions
codantes. Le ratio (reads mutants sur reads totaux) devait étre d’au moins 20%. La
prédiction de la pathogénicité des mutations faux-sens a été réalisée a I'aide des logiciels
PolyPhen et SIFT.*?*3 Les variations ayant une fréquence allélique (minor allele frequency)
inférieure ou égale a 0.003 ont été sélectionnées (bases de données dbSNP137, 1000
genomes et ExAc). Les hypothéses autosomique dominante, autosomique récessive,
dominante liée a I'’X et récessive liée a I’X ont été testées. Les données issues du
séquencage de I'exome entier de tous les patients ont été croisées afin de sélectionner
des variants dans les mémes genes chez au moins deux patients non apparentés. Par
ailleurs, une liste préétablie de genes candidats a été analysée afin de détecter
d’éventuels variants (ALK1, SMAD4, ENG, GDF2, RASA1 et PTEN). Cette liste a été établie
sur la base de données issues de publications impliquant ces genes dans des pathologies

syndromiques avec une composante vasculaire.

b. Séquencage Sanger

Le séquencage Sanger a été effectué pour la validation des variants identifiés par
exome et test de la ségrégation intra-familiale. Il a été aussi effectué pour le criblage

d’EPHB4 chez les patients qui n’avaient pas été inclus dans le séquengage d’exome. Le
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choix des amorces de PCR a été effectué a partir de '’ADN génomique des genes
candidats retenus. L’amplification par PCR a été réalisée a partir d’une solution contenant
1.5mM de MgCl;, 0.6U d’ADN polymérase TAQ, 0.25 uM de chaque amorce et 50 ng
d’ADN. Aprés une étape initiale de dénaturation (94°c pendant 5 minutes), 30 cycles
d’amplification ont été réalisés. Chaque cycle contenait une étape de dénaturation (94°c
pendant 30 secondes), une étape d’hybridation (60°c pendant 1 minute) et une étape
d’élongation (72°c pendant 1 minute). Les 30 cycles ont été poursuivis par une étape
finale d’élongation (72°c pendant 7 minutes) sur un thermocycleur Veriti™ 96-Well
(ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Les produits de PCR sont
ensuite purifiés sur colonnes P100 (Bio-Gel P-2 Gel fine, Bio-Rad, Hercules, California, USA)
et d’'un séquencgage a I'aide de couples d’amorces spécifiques et du kit Big Dye Terminator
v 3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, California, USA). Les produits de
réaction de séquencage ont été purifiées sur des colonnes G50 (Sephadex G-50 Superfine,
GE Healthcare, Little Chalfont, England) puis ont migré sur un séquenceur par
électrophorese capillaire (ABI Prism 3100 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Foster

City, California, USA).

c. Recherche d’haplo-insuffisance du géne candidat EPHB4 par PCR en
temps réel

i. Population cible

Nous avons procédé a la recherche de délétions pour les patients de la cohorte
dont aucune mutation probante n’avait été mise en évidence lors du séquengage haut
débit (WES ou exome ciblé) ou Sanger du géne candidat EPHB4. Afin de sélectionner les

patients éligibles a I'étude par PCR en temps réel, nous avons établi une cartographie des
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régions d’homozygotie ou d’hémizygotie en étudiant le génotype des SNPs issus du
séquencage haut débit et/ou du séquengage Sanger du géne candidat EPHB4. Nous avons
retenu les régions de patients qui présentaient au moins trois SNPs contigus homo (ou

hémizygotes). Les caractéristiques des SNP étudiés sont fournies (Tableau 3).

Tableau3 : Caractéristiques des SNP étudiés afin d’établir une cartographie
d’homo/hémizygotie vis-a-vis du géne candidat EPHB4

Désignation Position génomique (GRCh38.p12) Fréquence de I'allele mineur
rs314348 7:100803648 T=0.0288

rs2230585 7:100812975 A=0.2756

rs61651680 7:100813034 T=0.0118

rs314358 7:100813035 A=0.4245

rs314359 7:100813656 T=0.4243

rs116240595 7:100813665 G=0.0106

rs3857809 7:100818517 C=0.2424

rs144173 7:100818628 A=0.4363

rs56173078 7:100822533 G=0.0887

rs61130921 7:100822590 T=0.0300

rs200488259 7:100826964 -=0.4750

rs35907339 7:100826965 -=0.3477

ii. PCR en temps réel du géne candidat EPHB4

La PCR en temps réel a été réalisée a partir de I’ADN génomique sur un
thermocycleur CFX96 Real-Time System C1000 Touch (Bio-Rad, Hercules, California, USA)
a I'aide du kit SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, California,
USA). La présence d’une délétion de ’ADN génomique a été définie par I'existence d’un
ratio ADN testé / ADN contrdle inférieur ou égal a 0.5. Chaque échantillon a été testé en
duplicat. Le détail des amorces employées est fourni (Tableau 4). L’albumine a été utilisée
en tant que contrdle de validité interne. Aprés une étape initiale de dénaturation (95°c
pendant 10 minutes), 39 cycles d’amplification ont été réalisés. Chaque cycle contenait

une étape de dénaturation (95°c pendant 15 secondes) et une étape d’hybridation-
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élongation (60°c pendant 1 minute). Une acquisition de la fluorescence émise a été
effectuée a la fin de chaque cycle. Les 39 cycles ont été poursuivis par une étape de
dénaturation (95°c pendant 30 secondes). Enfin, les courbes de fusion ont été obtenues
aprés augmentation progressive de la température de 60°c a 95°c (vitesse d’incrément =

0.5°c/cycle, 2s/cycle)

Tableau 4 : Amorces employées pour la recherche d’haplo-insuffisance du
géne candidat EPHB4 par qPCR

Désignation Séquence des amorces

EPHB-Ex2-F 5'-GAGAAGGGCTCAGACGACAC -3'
EPHB-Ex2-R 5'-GCAGAAGAGGCCAGAAATCA -3'
EPHB-EX5-Fq 5'-GGCTGGCAGGACCCTTCT -3'
EPHB-Ex5-Rq 5'-TTTGATGAATGCTTTCTCTCTCTCA -3'
EPHB-EXx9-Fq 5'-CCATCAACTGAGGGCTTCCA -3'
EPHB-Ex9-Rq 5'-CGCAGTTCTCTGCCTCAGGTA -3'
EPHB-Ex10-Fq 5'-AAGCCCCTATTCCCATCAAATT-3'
EPHB-Ex10-Rq 5'-GGACAAACACGGACAGTATCTCAT-3'
EPHB-Ex11-Fq 5'-CCACCCCCGCTTCGTT-3'
EPHB-Ex11-Rq 5'-TACGTCAAGATTGAAGAGGTGATTG-3'
EPHB-Ex12-Fq 5'-GGCACACCTCGCCAAACT-3'
EPHB-Ex12-Rq 5'-CTGGAGCGGGAGAGCTGAT-3'
EPHB-Ex13-Fq 5'-CACGAGCTGGATGACTGTGAA-3'
EPHB-Ex13-Rq 5'-CAAGCCCCCACCCTATCTG-3'
EPHB-Ex16-F 5'-GCAGTGCAAGAAGACAGCAT-3'
EPHB-Ex16-R 5'-CAGAAGTGTCCGTTCATTGG-3'

. Validation fonctionnelle
a. Etude de I'impact des mutations d’épissage sur la transcription

i. Obtention des ADN complémentaires par transcription inverse

Les ARN totaux des patients d’intérét ont été extraits par la méthode TRI Reagent

LS (Sigma Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA) a partir de cellules issues de lignées
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lymphoblastoides immortalisées (prestation externe, banque d’ADN et de cellules,
Genethon). Quatre microgrammes d’ARN ont été utilisés pour synthétiser les ADN
complémentaires (cDNA) par transcription inverse a l'aide d’amorces hexameéres
aléatoires issues du kit SuperScript Ill Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad,
California, USA). En bref, la réaction de transcription inverse a nécessité 1 uL d’hexameéres
aléatoires a 50 uM, 1 uL de dNTP a 10 mM et de I'eau RNase Free pour un volume final de
13 pL. Le mix a subi une étape d’hybridation (65°c pendant 5 min). Ont été rajoutés, 4 uL
de First Strand Buffer FS (5x), 1 uL de DTT (0.1 M), 1 puL de RNaseOUT Recombinant RNase
Inhibitor (40 U/uL) et 1 uL de SuperScript Il Reverse Transcriptase (200 U/uL) pour un
volume final de 20 uL. L'ensemble a été mis a incuber 25°c pendant 5 minutes, 50°c
pendant 60 minutes et enfin 70°c pendant 15 minutes. Les cDNA issus de la reverse

transcription ont été conservés a -80°c.

ii. Amplification et séquencage

Les cDNA précédemment générés ont été amplifiés par PCR conventionnelle dont
la méthode est explicitée dans le paragraphe Il) b. a partir d’amorces spécialement
générés pour détecter un éventuel impact sur I'épissage (Tableau 5). Une amplification
conjointe du cDNA de I'actine B humaine a été faite afin de servir de contrdle interne de
la réaction de transcription inverse et de la PCR. Les amplicons générés ont été séparés
par électrophorese sur gel d’agarose et révélés par du bromure d’éthidium. Les produits
d’amplification ont été séquencés a I'aide des mémes amorces et dont la méthode est

également explicitée précédemment.
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Tableau 5 : Amorces employées pour amplifier les cDNA et étudier I'impact
sur I’épissage des mutations de la jonction intron-exon du géne EPHBA4.
Désignation Séquence des amorces

EPHB-Ex12-15-F 5'-TGCCCGTCATGATTCTCACA-3'

EPHB-Ex12-15-R 5'-CATGAGCTGGTGGAGGGAG-3'

B-Actin-F 5'-GCCAGGTCATCACCATTGG-3'

B-Actin-R 5'-AGGACTCCATGCCCAGGAA-3'

a. Ftude de I'impact des mutations pertes des fonctions du géne EPHB4 sur
Danio rerio

i. Modele Danio rerio Tg[fli1:EGFP]y1l

La vasculogénése correspond a la formation des ébauches vasculaires a partir
d’amas de cellules angioblastiques. L’angiogenése répond a la définition de la génération
de néovaisseaux a partir de vaisseaux déja présents. De nombreux modeles d’étude in
vivo des processus de vasculogénese et d’angiogénese ont été générés. Ceux-ci ont été
créés dans le but de décrire la succession d’événements permettant la mise en place de
I'intégralité du réseau vasculaire. Cependant, la spécificité topographique et mécanistique
des MAVG implique I'étude des mécanismes de bourgeonnement des vaisseaux
cérébraux a un stade embryonnaire tres précoce. Danio rerio possede un grand nombre

d’avantages pour I’étude des phénomenes de vasculogénese :

Mise en place précoce du systéme neurovasculaire

- Développement larvaire rapide

- Obtention facile de pontes

- Nombreux embryons collectés a chaque ponte (une centaine en moyenne par

croisement)
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- Transparence des larves permettant une étude in vivo facilitée en microscopie

confocale

Durant les premiers jours de développement, et a la différence des vertébrés,
I’oxygénation des larves de Danio rerio s’effectue par diffusion passive et non par
perfusion vasculaire. Ce mécanisme permet ainsi d’étudier des pathologies vasculaires
parfois séveres et létales de facon beaucoup plus précoce chez les vertébrés.*** De plus,
Danio rerio possede une grande conservation des voies de signalisation avec les
mammiféres rendant son utilisation tout a fait relevante dans I'étude des pathologies

vasculaires humaines.

Dans le modeéle transgénique Danio rerio Tg[flil:EGFP]yl employé, I'expression de
la EGFP est placée sous contrdle du promoteur Flil, marqueur de différenciation
endothélial exprimé de facon trés précoce au cours de 'embryogenése.*® De ce fait,
I’expression de la EGFP permet une excellente visualisation de la vascularisation des
larves de Danio rerio a des stades trés précoces du développement. L'emploi de ce
modele est conforté par la grande homologie qui existe dans la mise en place de
I'angioarchitecture neurovasculaire entre I’'Homme et le Danio rerio. Pour rappel, la
MAVG est une MAV choroidienne se drainant dans la veine médiane du prosencéphale
(veine de Markowski). Cette veine est le précurseur de la future Grande Veine de Galien.
La veine dorsale longitudinale (DLV) du Danio rerio, parfaitement identifiable au stade 72
heures post-fertilisation (HPF), est analogue a la veine médiane du prosencéphale de

I’embryon humain.*’ (Figures 7 et 8)
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Figure 7 : Angioarchitecture du Danio rerio obtenue par angiographie conventionnelle et par

microscopie confocale (Danio rerio Tg[fli1:EGFP]y1) a 72 heures post-fertilisation

A : Angiographie conventionnelle du Danio rerio en coupe sagittale (cliché issu de « The
Interactive Atlas of Zebrafish Vascular Anatomy » %*). B : Acquisition d’une coupe sagittale de
Danio rerio (Tg[flil:EGFP]y1) au stade 72 heures post fertilisation.

48




Figure 8 : Anatomie vasculaire cérébrale de la larve de Danio rerio 72 heures post-fertilisation

(vus dorsales étagées)
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La veine dorsale longitudinale de la larve de Danio rerio est analogue a la veine médiane du
prosencéphale embryonnaire humaine, impliquée dans la MAVG.

Les schémas sont issus de « The Interactive Atlas of Zebrafish Vascular Anatomy »*

Les images ont été générées par microsopie confocale (Danio rerio Tg[fli1:EGFP]y1) dans le cadre
de ce travail de recherche.
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ii. « Knockdown » du geéne Ephb4a chez Danio rerio : morpholinos

antisens

L’élevage des Danio rerio a tenu compte des recommandations actuellement en
vigueur.*® L’ensemble des manipulations effectuées ont été approuvées par les

protocoles de I'Inserm.

Les morpholinos (MO) antisens ont été commandés via la plateforme en ligne
Gene Tools. L'oligonucléotide Ephb4a-MO a été synthétisé afin de cibler le pré-ARNm
d’Ephb4a afin d’'interférer avec I'épissage de ce dernier (Tableau 6). Un oligonucléotide
controle Ephb4a-MisMO a été synthétisé. Celui-ci comporte une substitution de 5
nucléotides par rapport a la séquence spécifique d’Ephb4a-MO. Les MO ont été dissouts
dans de I'eau a une concentration finale de 0.4 mM ; 0.4 pmoles de MO ont été micro-
injectés dans des embryons de Danio rerio au stade 1 a 4 cellules.*® Les embryons ainsi

micro-injectés ont été conservés en milieu aqueux a température constante de 26°c.

Tableau 6 : Oligonucléotides morpholinos antisens employés pour réprimer

I'expression d’Ephb4a chez Danio rerio

Désignation Séquence des oligonucléotides
EphB4a-MO 5’-CTGGAAAACACACACGAGAGATAGA-3’
5mis-EphB4a-MO 5’-CTGCAAAAGAGACACCACAGATAGA-3’
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iii. Synthése des ARNm d’EPHB4 et micro-injection

Le cDNA (GenBank: BC052804.1) correspondant a 'ARNm pleine longueur du
gene EPHB4 humain (NM_004444.4) a été obtenu via le fournisseur Source BioScience
(Nottingham, United Kingdom): cDNA inséré dans un plasmide pOTB7. L'ADN
plasmidique correspondant au cDNA pleine longueur a été extrait a I'aide du kit Monarch
Plasmid Miniprep KIT (NEB T1010, New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, USA)
selon les recommandations du fabricant. Cinqg microgrammes d’ADN plasmidique ont
ensuite été linéarisés a I'aide d’une enzyme de restriction Hpal (NEB, RO105S, New
England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, USA) puis purifiés a I’éthanol absolu. La qualité
de la digestion a été vérifiée par électrophorese sur gel d’agarose 1%. Les ARNm ont été
générés par transcription in vitro a I'aide du kit mMMESSAGE mMACHINE a partir de ’ADN
plasmidique linéarisé précédemment obtenu, et selon les recommandations du fabricant
(Thermo Fisher Scientific®, Waltham, MA, USA). Les ARNm ont bénéficié d’une
purification sur colonnes mini Quick Spin RNA (Roche, Boulogne-Billancourt, France) puis
ont été dosés sur un Qubit® 2.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific®, Waltham, MA,
USA) a l'aide de Qubit® RNA BR Assay kits (Thermo Fisher Scientific®, Waltham, MA, USA).
Un contréle de la qualité a été obtenu par migration de 150ng d’ARNm sur gel d’agarose

1%. Les ARNm obtenus ont été conservés a -80°c dans I'attente de leur utilisation.

Une forme tronquée du cDNA pleine longueur d’EPHB4 a été générée a partir du
cDNA BC052804.1 apres clonage afin d’exprimer une protéine tronquée, ne comprenant
gue ces 269 premiers acides aminés afin de mimer la mutation hétérozygote exonique de
novo objectivée chez une patiente (partie « Résultats »). En bref, 'ADN plasmidique issu

du cDNA BC052804.1 cloné dans un plasmide pOTB7 a été extrait a I'aide du kit Monarch
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Plasmid Miniprep KIT (NEB T1010, New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, USA).
Cing microgrammes de cet ADN plasmidique a été digéré par I'enzyme de restriction Sacll
(NEB, R0105S, New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, USA) permettant la
génération de 2 fragments (deux sites de restriction). Le fragment le plus important (5,3
kB) a été purifié sur gel d’agarose puis déphosphorylé (Quick dephosphorylation Kit, New
England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, USA). En paralléle, le cDNA issu d’une lignée
lymphoblastoide immortalisée provenant de la patiente AA5614 (partie « Résultats ») a
bénéficé d’une amplification par PCR (amplification de la mutation tronquante d’EPHB4
d’intérét) (Tableau 7). Le produit de PCR a subi une étape de digestion par I'enzyme de
restriction Sacll. Le fragment digéré porteur de la mutation d’intérét a ensuite été purifié
sur gel d’agarose. L’ADN plasmidique déphosphorylé et l'insert porteur de la mutation
tronquante d’EPHB4 ont été ligués (T4 DNA ligase, New England Biolabs, lpswich,
Massachusetts, USA). Enfin, le plasmide recombiné a été transformé dans des bactéries E.
Coli compétentes (NEB 10-Beta competent cells High efficiency, New England Biolabs,
Ipswich, Massachusetts, USA). L'ensemble des étapes nécessaires a la génération des

ARNm est similaire au paragraphe précédent.

Soixante picogrammes de chaque ARNm (forme pleine longueur et forme

tronquée) ont été successivement co-injectés avec le morpholino EphB4a-MO.
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Tableau 7 : Amorces employées pour amplifier la région d’intérét du cDNA

d’EPHB4 de la patiente AA5614

Désignation Séquence des oligonucléotides
EPHB570-cd_F 5’-ACTATGAGAGCGATGCGGAC-3’
EPHB570-cd_R 5’-ACTCCATTCCAGGTGCAGG-3’

iv.  Observation des larves de Danio rerio, acquisition et traitement

des images

Au 3°™ jour (stade 72 HPF), les larves de Danio rerio ont été extraites de leur
milieu aquatique, ont été montées par voie dorsale et fixées avec de I'agarose low
melting 1% sur des lentilles dédiées. Les larves ont fait 'objet d’'une observation a I'aide
du microscope confocal Leica TCS SP8 MP (Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland).
Les images acquises ont été traitées a I'aide du logiciel open source Image J (National

Institutes of Health).

L'observation des larves de Danio rerio injectées par le EphB4a-MO a permis de
constater I'existence d’anomalies vasculaires restreintes a un compartiment spécifique
situé dans la région de la veine dorsale longitudinale (rubrique « Résultats »). Afin de
quantifier les anomalies observées, deux types d’analyses ont été réalisées en lien avec la
veine dorsale longitudinale (DLV) et les veines mésencéphaliques (MSV). Chaque image
générée a fait I'objet d’une analyse en aveugle par deux examinateurs permettant de
qualifier en phénotype normal ou anormal (Figure 9). La DLV pouvait étre unique
(phénotype normal) ou dupliquée/tripliquée (phénotype anormal). Les MSV pouvaient
étre deux et de calibre normal (phénotype normal) ou agénésiques/sténotiques

(phénotype anormal).
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Figure9 : Evaluation des anomalies vasculaires observées chez les larves de Danio rerio

Tg[flil:EGFP]yl

Images générées par microscopie confocale d’embryons de Danio rerio au stade 72 heures post-
fertilisation issues d’une lignée transgénique Tg[flil:EGFP]yl (coupes transversales cérébrales
dorsales superficielles). Echelle (barre blanche) : 60 pm.

- WT : embryons sauvages

- MO : embryons injectés avec le morpholino Ephb4a-MO
1) veine mésencéphalique (MSV), 2) veine cérébrale moyenne, 3) veine dorsale longitudinale
(DLV), 4) veine cérébrale postérieure.
Sur la coupe MO, on peut observer une triplication de la DLV, une atrésie de la MSV droite et une
agénésie de la MSV gauche. Pour I'image MO, il est conclu a un phénotype anormal pour la DLV
et a un phénotype anormal pour la MSV.

iv.  Analyses statistiques

Le test bilatéral t de Student a été employé afin de comparer les effectifs dans
chaque groupe expérimental. Une valeur de p<0.05 a été considérée comme

statistiquement significative.
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Partie IV

Résultats
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l. Cohorte

Un total de 51 patients a été inclus dans la cohorte depuis le 1°" octobre 2014 (29
individus de sexe masculin, 25 individus de sexe féminin). La médiane d’age a l'inclusion
était de sept mois (min naissance, max 41 ans). Tous les patients de la cohorte ont
bénéficié d’'une expertise permettant d’attester de I'authenticité de la MAVG : par IRM
anténatale et examen neuropathologique pour quatre foetus issus d’interruptions de
grossesse pour forme anténatale sévere ou par angiographie cérébrale post-natale (n=47).
Tous les patients ont bénéficié d’'une ou plusieurs consultations spécialisées avec un
neuropédiatre et un neuroradiologue interventionnel. Une consultation de génétique
dédiée a été proposée a chaque famille au cours de la période d’étude. Les parents ont

donné leur consentement signé autorisant cette activité de recherche génétique.

1. Les mutations hétérozygotes du géne EPHB4 sont responsables des MAVG

a. Séquencage de I'exome entier

Un séquencage de I'exome entier a été réalisé pour les 19 premiers patients
recrutés de la cohorte. Aucune mutation n’a été détectée dans les genes ALK1, SMAD4,
ENG, GDF2, RASA1 et PTEN. Les variants prédits pour étre pathogéniques dans des genes
partagés par au moins deux patients ont été considérés comme candidats. Sous
I’hypothese autosomique récessive, aucun gene candidat n’a été retenu. Sous I’hypothése
autosomique dominante, des variations intragéniques ont été retrouvées dans 12 genes
chez au moins trois patients. L'étude de la ségrégation intrafamiliale a montré que
I'ensemble des variants testés étaient hérités d’un des deux parents pour huit genes.

Pour trois génes, I'analyse de la ségrégation intrafamiliale est en cours. Des variants
Yy
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hétérozygotes dans le gene EPHB4 ont été identifiés chez trois patients non apparentés.
Pour I'une des familles, une mutation hétérozygote non-sens dans le gene EPHB4 a été

identifiée et survenue de novo. Ce gene a été retenu comme étant le meilleur candidat.

i. Patient AA5614

La premiere mutation objectivée concerne une enfant dont le diagnostic de MAVG
a été posé durant la période anténatale par une échographie au 3®™ trimestre de la
grossesse (Figure 10). La naissance a été programmée a 37 semaines d’aménorrhée (SA)
par césarienne. La patiente avait bénéficié d’'une IRM post natale dans les premiers jours
de vie n’objectivant pas de lésion parenchymateuse compliquant la MAVG. A la date de
I'inclusion dans la cohorte, trois séances d’artério-embolisation avaient été effectuées.
L'examen de la patiente a permis de mettre en évidence une macrocéphalie a +2DS
(fréquente chez les enfants atteintes de MAVG) et |'existence d’'une malformation
capillaire hémifaciale frontale droite (Figure 11). L'enquéte familiale élargie ne retrouve
pas d’antécédent vasculaire et/ou cérébral relevant. Les parents de la patiente avaient

récemment bénéficié d’'une IRM cérébrale récente sans particularité.

Le séquencage de I'exome entier a révélé I'existence d’une mutation hétérozygote
correspondant a linsertion d’un nucléotide en 5 du géne EPHB4 (NM_004444:
€.570dupG:p.L190fs). Cette insertion, située au niveau de I'exon 4, est a 'origine d’un
décalage du cadre de lecture et de I'apparition d’un codon stop prématuré entrainant la
synthése d’une protéine tronquée. Cette mutation n’est pas rapportée dans les

principales bases de données ExAc et 1000 génomes. L'étude de la ségrégation
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intrafamiliale par séquengage Sanger a révélé le caractere de novo de la mutation.
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Figure 10 : Arbre généalogique de la famille du patient AA5614
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1 : Diagnostic de MAVG sur I'échographie obstétricale du 3°™ trimestre. Evolution du périmétre

cranien a +2DS. Angiome facial étendu frontal droit. Quatre embolisations a I'dge de 2 ans
2 : Exploration de vertiges : IRM cérébrale normale en 2015

3 : Exploration de migraines ophtalmiques : IRM cérébrale normale en 2015

4 : Pied varus unilatéral et asymétrie des mains

5 : Cardiopathie congénitale sans précision

Figure 11 : Malformation capillaire - Patient AA5614

Malformation capillaire hémifaciale droite et macrocéphalie (+2 DS)

59




ii. Patient AA5615

La seconde mutation identifiée dans le gene EPHB4 par séquengage de I'exome
entier concerne un garcon de sept ans dont le diagnostic de MAVG avait été porté a
I'issue de I’échographie du 3®™¢ trimestre de la grossesse (Figure 12). L’angiographie
cérébrale post-natale avait confirmé la MAVG dans une forme murale. Trois séances
d’artério-embolisation avaient été nécessaires afin d’oblitérer le shunt. L’évolution
clinique était favorable : développement psychomoteur normal a I'dge de huit ans.
L’examen clinique a permis de mettre en évidence I'existence de multiples malformations
capillaires supra-centimétriques cutanées. Ces mémes malformations capillaires ont été
observées chez la mere de la patiente, elle-méme indemne de toute pathologie vasculaire

antérieure (Figure 13).

Figure 12 : Malformations capillaires - Patient AA5615

Malformations capillaires multiples supracentimétriques
disséminées sur le tronc et les membres.
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Figure 13 : Arbre généalogique de la famille du patient AA5615
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1 : Diagnostic de MAVG sur I'échographie du 3°™ trimestre. Développement psychomoteur
normal & 'Age de 8 ans. Evolution du périmétre cranien & +2,5DS. Malformations capillaires
multiples supra-centimétriques disséminées.

2 : Migraines a bascule. Malformations capillaires.

3 : Déceés accidentel a I’'age de 35 ans. Notion d’infarctus du myocarde.

Le séquencage de I'exome entier a révélé |'existence d’'une mutation intronique
hétérozygote a type de substitution nucléotidique située a un nucléotide de la jonction
intron-exon 14 (NM_004444:c.2484+1G>T). L'étude de la ségrégation intrafamiliale par
séquencage Sanger a confirmé la mutation chez I'enfant atteint ainsi que chez sa mere.
Cette mutation co-ségrége avec le phénotype de malformations capillaires. Cette
mutation n’est pas rapportée dans les bases de données ExAc et 1000 Génomes.
L'analyse de cette mutation par les logiciels de prédiction de pathogénicité in silico
(NetGene2°° ; Human Splicing Finder>?) suggére une altération du site donneur d’épissage.
Une lignée immortalisée lymphoblastoide a été produite pour le patient AA5615 et pour
sa meére. L'étude de I'épissage, a partir des ARNs extraits a partir de ces derniéres lignées

et d’une lignée issue d’'un controle, a confirmé l'impact délétere de la mutation
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NM_004444:c.2484+1G>T (deux transcrits de taille différente) a 'origine d’un nouveau
site d’épissage et d’un transcrit de taille réduite (Figure 14). Le séquencage des transcrits
sauvages et mutants a confirmé |’existence d’un épissage alternatif induit par la mutation :
le transcrit mutant, de plus petite taille, est réduit de 48 nucléotides par rapport au
transcrit sauvage, aux dépends de I'exon 14. Ce nouvel épissage se traduit par une
protéine tronquée de 16 acides aminés (p.Met814 Val829del). Ces acides aminés non
retenus se situent au sein du site catalytique tyrosine kinase du récepteur EphB4, région a

trés haut niveau de conservation inter-espéces (Tableau 8).

Figure 14 : Impact sur I’épissage des ARN de la mutation

NM_004444:c.2484+1G>T du patient AA5615
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A : Electrophorése sur gel d’agarose 2% des produits de RT-PCR
de EPHB4 du patient AA5615 (1), de sa mére (2) et d’'un contréle
(C). Contréle par amplification de la B-actine humaine.

B : Séquencage Sanger des produits de RT-PCR de EPHBA4. La
séquence soulignée correspond aux nucléotides non présents en
lien avec la mutation NM_004444:¢c.2484+1G>T.
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Tableau 8 : Haut niveau de conservation protéique de la région impliquée par la mutation

d’épissage du patient AA5615 (surlignée en vert)

Query PEATAFRKFTSASDAWSYG I VMWEVMSEGERPYWDMSNQDV INATEQDYRLPPPPDCPT
NP _O001153043 | e e e e e e e
0O 0 5 1 I
NP _O04435 e e e e e e
NP_571489 ... ._.._..... O S.
NP_571492 ... .... Ve E...

XP_002803271
XP_003751205
XP_519269
XP_546948

NP_001153043 ephrin type-B receptor 4 isoform a precursor [Mus musculus]
NP_001193197 ephrin type-B receptor 4 precursor [Bos taurus]

NP_004435 ephrin type-B receptor 4 precursor [Homo sapiens]

NP_571489 eph receptor B4a precursor [Danio rerio]

NP_571492 eph receptor B4b precursor [Danio rerio]

XP_002803271 PREDICTED: ephrin type-B receptor 4-like [Macaca mulatta)
XP_003751205 PREDICTED: ephrin type-B receptor 4 isoform X1 [Rattus norvegicus]
XP_519269 PREDICTED: ephrin type-B receptor 4 isoform X2 [Pan troglodytes]
XP_546948 PREDICTED: ephrin type-B receptor 4 [Canis lupus familiaris]

ili. Patient AA5616

Le diagnostic de MAVG a été porté au 4™ jour aprés la naissance en raison d’une
insuffisance cardiaque a haut débit qui a pu étre contr6lée a l'aide d’un traitement
médical. L'examen dermatologique de ce patient n’a trouvé aucun stigmate de
malformation capillaire. Il n’existe par ailleurs pas d’antécédent familial notable. Ce
patient a également bénéficié d’une prise en charge neurovasculaire par artério-
embolisations répétées. Son développement psychomoteur était normal a la date

d’inclusion (age de 10 ans).

L’analyse par séquengage de I'exome entier a mis en évidence une mutation
hétérozygote d’EPHB4 correspondant a une insertion nucléotidique a deux nucléotides de
la méme jonction intron-exon que le patient AA5615 (NM_004444:c.2484+2insT). Cette

mutation n’est également pas rapportée dans les bases de données ExAc ni 1000
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Génomes. L'analyse de cette mutation par les logiciels de prédiction de pathogénicité in
silico®®>? suggére une altération du site donneur d’épissage. L’étude de la ségrégation
intra-familiale par séquengage Sanger a montré que cette mutation était héritée du pere
du patient, lui-méme indemne de toute pathologie neurovasculaire. L'étude de I'épissage
n‘a pu étre réalisé en raison de l'impossibilité de nouvelle collection de matiere

biologique chez le patient et son pére a la date de rédaction du présent manuscrit.

b. Séquencage ciblé du géne EPHB4

i Patient AA5717

Le diagnostic de MAVG a été porté durant la période anténatale par échographie
au 3°me trimestre. L’évolution clinique a été rapidement défavorable en raison de la
survenue d’une atteinte cérébrale sévere in utero associant une dilatation tri-ventriculaire
a des lésions de leucomalacie péri-ventriculaire sévere (dédifférenciation compléte de la
substance blanche et grise a I'IRM cérébrale feetale). Le couple a été demandeur d’une
interruption médicale de grossesse qui a été pratiquée au terme de 40 semaines
d’aménorrhée. L'examen foetopathologique a confirmé I'existence de la MAVG associée a
un cedeme cérébral, a une congestion des vaisseaux arachnoidiens et parenchymateux, et

a une altération neuronale du ruban cortical.

Une mutation hétérozygote faux-sens du géne EPHB4
(NM_004444:c.2609T>A:p.(Val870Glu)) a été identifiée par séquencage ciblé. Cette
mutation est prédite in silico pour étre pathogénique par les logiciels PolyPhen-2 (1.0) et
SIFT (0.0). Cette mutation est située dans I'exon 15, qui code également pour le site

catalytique du récepteur tyrosine kinase EphB4. Elle n’est pas répertoriée dans les bases
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de données ExAc et 1000 Génomes. Cette mutation est héritée de la mere qui est elle-
méme indemne de toute pathologie neurovasculaire symptomatique ou de malformation

capillaire.

ii. Patient AA5718

La derniere patiente a bénéficié d’'un dépistage anténatal de la MAVG lors de
I’échographie du 3®M¢ trimestre. Le post-partum initial était sans complication
(notamment pas de décompensation cardiaque). L'artériographie réalisée a I'dge de 3
mois a confirmé la MAVG dans une forme murale (Figure 15). L'examen cutané de la
patiente n’a pas objectivé de malformations capillaires associées. Aucune notion
d’angiomatose familiale ni d’antécédent vasculaire n’a été rapportée au sein de la famille

de la patiente.

L’analyse par séquencgage ciblé a montré I'existence d’une mutation hétérozygote
faux-sens du géne EPHB4 (NM_004444.4:c.319T>C:p.(Cys107Arg)). Cette mutation est
prédite pour étre pathogénique par les logiciels de prédiction in silico PolyPhen-2 (1.0) et
SIFT (0.0). Cette mutation, non répertoriée, est héritée de la mére de la patiente, elle-

méme indemne de toute pathologie neurovasculaire.
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Figure 15 : Angiographie cérébrale de la patiente AA5718 en coupe sagittale au temps artériel et

veineux a I’age de 3 mois

Temps artériel Temps veineux

A : MAVG ; B : sinus falcoriel ; C : artére carotide interne droite, D : veine latéro-mésencéphalique
(retour veineux anormal)

Les mutations d’EPHB4 objectivées au sein de la cohorte de patients atteints d’'une
MAVG sont rapportées sur le Tableau 9. Elles concernent soit le domaine de liaison au
ligand, soit le domaine catalytique du récepteur tyrosine kinase (Figure 16). Une synthése
des caractéristiques cliniques des cing patients impliqués par ces mutations est fournie

dans la Figure 17.

Figure 16 : Mutations du géne EPHB4 et domaines protéiques impactés

Position de

I'acide amine 196 434 526 564 610 10 878 907 973

17
Domaine de Liaison
au Ligand

p.Cys107Arg p.His191Alafs*32

p.Val870GIu
p.Met814_Val829del
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Figure 17 : Mutations du géne EPHB4 dans la cohorte de patients atteints d’'une MAVG et

ségrégation intra-familiale
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Tableau 9 : Caractéristiques cliniques et génétiques des patients de la cohorte MAVG porteurs d’'une mutation du géne EPHB4

Patients
Caractéristiques cliniques

AA5614

AA5615

AA5616

AA5717

AA5718

Age au diagnostic

Prénatal : échographie

du 3™ trimestre

Prénatal : échographie du
3%™e trimestre

Postnatal : 4 jours de vie
(décompensation

Prénatal : échographie du
3%me trimestre

Prénatal : échographie du
3%™e trimestre

cardiaque)

Signes associés (IRM) Aucun Aucun N/A Hydrocéphalie et Inconnu
leucomalacie*

Périmeétre cranien a la 35,90 38, 97 37,90 37.5, 97 32,20
naissance (cm, percentile)
Insuffisance cardiaque Non Non Oui : contrélée sous N/A Non
néonatale traitement médical
Age a la 1° embolisation 2 6 4 N/A 3.5
(mois)
Malformations capillaires Oui, hémifaciale Oui, disséminées Non Inconnu Non
associées
Développement Normal (3 ans) Normal (8 ans) Normal (10 ans) N/A Normal (2 ans)
psychomoteur (age a
I’évaluation)
Mutations d’EPHB4
cDNA ¢.570dupG €.2484+1G>T €.2484+2insT C.2609T>A €.319T>C
Transmission de novo Mere Pere Mere Mere
Modification protéique p.His191Alafs*32 p.Met814_Val829del Inconnu p.Val870Glu p.Cys107Arg

Domaine protéique
Polyphen-2

SIFT
1000 Genomes MAF
ExAc Browser MAF

Protéine tronquée
N/A

N/A
Absence
Absence

Domaine catalytique PTK
N/A

N/A
Absence
Absence

Domaine catalytique PTK
N/A

N/A
Absence
Absence

Domaine catalytique PTK

Probablement pathogene
(1)
Délétere (0.0)
Absence
Absence

Domaine de liaison au
ligand
Probablement pathogene
(1)

Délétere (0.0)
Absence
Absence

N/A: non-applicable; MAF: minor allele frequency; * interruption médicale de grossesse; PTK: Protéine Tyrosine Kinase
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c. Recherche d’insertion/délétion dans le géne EPHB4

L'étude de la cartographie d’homozygotie a partir des données de séquencage
haut débit du gene EPHB4 a permis d’identifier 14 patients présentant au moins 3 SNP
consécutifs homozygotes. L’amplification par PCR en temps réel d’EPHB4 a été réalisée en
utilisant des couples d’amorces situées au niveau des exons 2, 5, 9, 10, 11, 12, 13 et 16 (le
gene EPHB4 comporte 17 exons). Aucune délétion hétérozygote n’a été mise en évidence.
L’existence d’une potentielle duplication de ces exons a également été écartée pour ces

14 patients.

d. Recherche de mutations somatiques dans le gene EPHB4

Quatre feetus issus d’interruptions médicales de grossesses ont été inclus dans la
cohorte. Pour chaque feoetus était disponible une biopsie de tissu anévrysmale ainsi
gu’une biopsie pulmonaire. Un séquencage de I'exome ciblé a été réalisé sur de I’ADN
extrait de chacun de ces tissus et pour chaque foetus. Aucune mutation somatique du
gene EPHB4 n’a été mise en évidence en dehors de la mutation germinale déja identifiée

pour le patient AA5717 (NM_004444:¢c.2609T>A:p.(Val870Glu)).

1. Génération et caractérisation d’'un modeéle animal de MAVG chez le poisson
Danio rerio

a. « Knockdown » du géne orthologue

Le but de cette analyse était de déterminer I'impact des mutations d’EPHB4 sur le
phénotype neurovasculaire cérébral. Les oligonucléotides morpholinos anti-sens (Ephb4a-

MO) et leur controle 5-mismatch morpholinos (5mis-Ephb4a-MOQO) ont été générés afin
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d’effectuer un « knockdown » spécifique du gene orthologue ephb4a chez Danio rerio
transgénique Tg[flil:EGFP]yl. Les embryons ont été analysés au stade de 72 HPF apres

acquisition en microscopie confocale.

b. Caractérisation des morphants

L’angioarchitecture des larves transgéniques injectées avec le contréle 5-mismatch
morpholinos (5mis-Ephb4a-MO) était parfaitement identique a celle des larves contréles

sans injection (n=29) (Figures 18 et 19).

L’analyse systématisée du compartiment vasculaire cérébral a différents étages a
permis de mettre en évidence une altération du phénotype vasculaire chez les embryons
de Danio rerio ayant été injectés avec le morpholino anti-sens (Ephb4a-MO). Ces
anomalies étaient circonscrites a I'étage dorsal superficiel et impliquaient exclusivement
la veine dorsale longitudinale et les veines mésencéphaliques. Ces anomalies étaient
caractérisées par une anomalie de nombre de la veine dorsale longitudinale qui pouvait
étre dupliquée ou tripliquée, représentant 82% des embryons injectés par le Ephb4a-MO
(n=14/17) contre 0% des embryons contrdles non injectés (n=0/21) et contre 0% des
embryons injectés par le 5mis-Ephb4a-MO (n=0/8 ; p<0.0001). De facon similaire, des
anomalies de la morphologie des veines mésencéphaliques (agénésie ou sténose ; uni ou
bilatérale) ont été notées de facon significativement importante chez les embryons
injectés par le Ephb4a-MO (76% ; n=13/17) par rapport aux embryons contréles non
injectés (0% ; n=0/21) et aux embryons injectés par le 5mis-Ephb4a-MO (0% ; n=0/8;
p<0.0001). L’'examen des couches encéphaliques intermédiaires et profondes ne nous a

pas permis de mettre en évidence d’autres anomalies vasculaires liées a I'injection du
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Ephb4a-MO (Figure 20). Cela atteste de la spécificité topographique des anomalies

morphologiques vasculaires induites par l'injection du Ephb4a-MO.

c. Réversion du phénotype morphant par micro-injection d’ARN EPHB4

sauvage

Afin d’investiguer le lien de causalité entre les anomalies vasculaires observées
chez Danio rerio et linjection de Ephb4a-MO, nous avons procédé a un test de
restauration du phénotype sauvage par injection concomitante d’'un ARNm d’EPHB4
pleine longueur (WT-mRNA). La co-injection de WT-mRNA avec le Ephb4a-MO aboutit a
une réduction significative des anomalies vasculaires cérébrales observées aussi bien
pour les veines mésencéphaliques (8% ; n=1/13; p<0.0001) que pour la veine dorsale
longitudinale (23% ; n=3/13; p<0.001) par rapport a I'injection isolée de Ephb4a-MO. A
I'inverse, la co-injection d’'un ARNm tronqué, permettant de mimer la mutation de la
patiente AA5614, n’a pas permis de réduction significative des anomalies vasculaires
observées aussi bien pour les veines mésencéphaliques (75% ; n=15/20; p=0.66) que
pour la veine dorsale longitudinale (80%; n=16/20; p=0.86). L'ensemble de ces
observations atteste de la spécificité du « knockdown » d’ephb4a. Par ailleurs, ces
données confirment que les mutations sont responsables d’'une perte de fonction du

gene EPHB4 a |'origine des MAVG.
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Figure 18 : Anomalies vasculaires cérébrales induites par I'invalidation de I’expression d’ephb4a

chez les embryons de Danio rerio 72 heures post-fertilisation

Images générées par microscopie confocale d’embryons de Danio rerio au stade 72 heures post-
fertilisation issus de la lignée transgénique Tg[flil:EGFP]yl (coupes transversales cérébrales
dorsales superficielles). Echelle (barre blanche) : 60 pm.

WT : embryons sauvages

MisMO : embryons injectés avec le morpholino contréle 5mis-Ephb4a-MO

MO : embryons injectés avec le morpholino Ephb4a-MO

MO+WT-mRNA : embryons co-injectés avec le morpholino Ephb4a-MO et I’ARNm pleine
longueur d’'EPHB4

MO+mut-mRNA : embryons co-injectés avec le morpholino Ephb4a-MO et I’ARNm
tronqué d’EPHB4 correspondant a la mutation de la patiente AA5614

1) veine mésencéphalique, 2) veine cérébrale moyenne, 3) veine dorsale longitudinale, 4) veine
cérébrale postérieure
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Figure 19 : Anomalies vasculaires cérébrales induites par la répression de I’expression du gene

Ephb4a et restauration du phénotype sauvage chez Danio rerio
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- WT : embryons sauvages (n=21)
- MisMO : embryons injectés avec le morpholino contréle 5mis-Ephb4a-MO (n=8)
- MO : embryons injectés avec le morpholino Ephb4a-MO (n=17)
- MO+WT-mRNA : embryons co-injectés avec le morpholino Ephb4a-MO et ’ARNm pleine
longueur d’EPHB4 (n=13)
- MO+mut-mRNA : embryons co-injectés avec le morpholino Ephb4a-MO et I’ARNm
tronqué d’EPHB4 correspondant a la mutation de la patiente AA5614 (n=20)
Les embryons de Danio rerio transgénique (Tg[flil1:EGFP]y1) ont été observées au stade 72 heures
post-fertilisation et ont bénéficié d’'une analyse morphologique au niveau de la veine dorsale
longitudinale (DLV) et de la veine mésencéphalique (MSV).
*p<0.0005; n.s. = non significatif.
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Figure 20 : Morphologie vasculaire cérébrale de la larve de Danio rerio sauvage et aprés
invalidation de I'expression du gene Ephb4a (étage moyen et étage profond) 72 heures post-

fertilisation

Images générées par microscopie confocale d’embryons de Danio rerio au stade 72 heures post-
fertilisation issues de la lignée transgénique Tg[flil1:EGFP]yl (coupes transversales cérébrales
dorsales moyennes (A) et profondes (B)).

- WT : embryons sauvages

- MisMO : embryons injectés avec le morpholino contréle 5mis-Ephb4a-MO

- MO : embryons injectés avec le morpholino Ephb4a-MO
Les phénotypes vasculaires cérébraux des étages moyens (A) et profonds (B) sont identiques chez
les larves de Danio rerio sauvages par rapports a celles qui ont subi une invalidation d’expression
du gene Ephb4a par micro-injection de morpholino.
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Partie V

Discussion
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Nous rapportons l'identification de mutations germinales hétérozygotes du gene
EPHB4 chez cing patients atteints d’'une MAVG au sein d’une cohorte de 51 patients. Ces
cing mutations, non répertoriées, sont composées d’une mutation tronquante de novo
située en 5" du gene, de deux mutations de la jonction intron-exon impactant le méme
site d’épissage, ainsi que de deux mutations faux sens prédites pour étre pathogéniques.
Les caractéristiques intrinseques génétiques de ces mutations sont renforcées par la
démonstration de I'impact de la répression de I'expression d’EPHB4 sur |'altération du
phénotype vasculaire cérébral de la larve de Danio rerio. L’'ensemble de ces données
démontre que ces mutations sont responsables d’une perte de fonction du gene EPHBA4.
Ces données génétiques et fonctionnelles démontrent le caractére pathogénique de ces

mutations et leur implication dans la genése des MAVG.

Ephrin type B receptor 4 (EPHB4) appartient a la famille des récepteurs Eph qui
elle-méme appartient a la super famille des récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK).
Tous les récepteurs Eph sont composés des domaines suivants: un domaine
extracellulaire globulaire de liaison au ligand, un domaine Cys (comprenant des motifs
sushi et epidermal growth factor-like), de deux unités répétées fibronectine de type lll,
d’un domaine transmembranaire, d’un domaine intra-cellulaire a activité tyrosine kinase
adjacent a un domaine sterile alpha motif (SAM) et d’'un domaine PDZ (Figure 21).>3 Les
récepteurs Eph comportent deux sous-familles: les récepteurs EphA comportent 9
membres (EphA1l, EphA2, EphA3, EphA4, EphAS5, EphA6, EphA7, EphA8 et EphA10) et les
récepteurs EphB comportent 5 membres (EphB1, EphB2, EphB3, EphB4 et EphB6).°*> Les
ligands des récepteurs Eph appartiennent a la famille des Eph family receptor interacting

proteins (ephrins) qui comportent deux sous-familles selon qu’elles soient arrimées a la
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membrane cytoplasmique a l'aide d’une ancre glycosylphosphatidylinositol (ephrin-A1l,
ephrin-A2, ephrin-A3, ephrin-A4 et ephrin-A5) ou bien qu’elles disposent d’un domaine
transmembranaire (ephrin-B1, ephrin-B2 et ephrin-B3). La sous-famille des ephrin-A est
dépourvue de domaine intra-cellulaire. D’'une facon générale, la sous-famille de ligands
ephrin-A a une affinité spécifique pour les récepteurs de la sous-famille EphA. Il en est de
méme pour les ligands ephrin-B avec les récepteurs EphB. Il existe quelques exceptions a
cette régle : EphA4 est capable de se lier aux ligands de la sous-famille ephrin-B, de méme,

EphB2 est capable de se lier a ephrin-A5.°°

Figure 21: Représentation schématique de la structure des récepteurs Eph et des ligands

ephrins
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La grande famille des éphrines est impliquée dans de multiples fonctions
cellulaires. Historiguement, la premiére fonction décrite, et largement étudiée,
correspond a leur implication dans le développement du systeme nerveux. Le signal
relayé par I'interaction ephrin-Eph est capable d’impacter les communications cellulaires
a courte distance. On note une fonction prépondérante des éphrines dans le guidage
axonal’’, dans la prolifération des cellules souches nerveuses®®> et dans la formation
synaptique.®® Les couples ephrin-Eph ont également un rdle dans le contrdle de la
prolifération cellulaire, la séparation des tissus durant la période embryonnaire®6? et
I'organisation du cytosquelette dans plusieurs types cellulaires et tissus.®® Plus
récemment, le systeme des éphrines a été reconnu pour son implication notable dans le
développement des vaisseaux endothéliaux (vasculogenése et angiogenése) et
lymphatiques (lymphangiogenése), par le biais de I'interaction d’un couple spécifique :
ephrin-B2-EphB4. Ephrin-B2 (codé par le gene Efnb2) est capable d’activer le récepteur
EphB4 a travers un signal antérograde (forward signalling). Le contact du ligand avec son
récepteur induit l'autodimérisation de ce dernier et la transphosphorylation des
domaines tyrosines kinases intra-cytoplasmiques. La stimulation du récepteur EphB4 est
responsable d’'une activation des voies de la phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K/AKT/mTOR) et des mitogen activated protein kinases (MAPK/ERK). De multiples
résidus tyrosine intra-cytoplasmiques sont présents dans la portion intra-cytoplasmique
des récepteurs Eph. Ces derniers sont doués de la capacité d’autophosphorylation et de
recrutement de protéines adaptatrices dont les protéines de la famille Ras-GAP, comme

la protéine RAS p21 protein activator 1 codée par le géne RASA1.54%6
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L'interaction ephrin-B2-Ephb4 est également capable d’activer ephrin-B2 via un
signal rétrograde (reverse signalling) responsable d’une activité bidirectionnelle. Le
concept de signal bidirectionnel pour les couples ephrin-Eph a été mis en évidence grace
a des études chez Danio rerio et sur modele murin. Une premiére équipe a développé un
modele poisson (animal cap assay) dans lequel il était possible d’observer I'existence de
frontieres nettes entre deux populations cellulaires adjacentes (I'une exprimant une
forme sauvage d’eprin-B2 et I'autre une forme sauvage d’EphB2).%’ Cette frontiére est
permise par le phénomene de répulsion cellulaire induit par le couple ephrin-B2-EphB2.
Cependant, I'expression de formes tronquées des protéines EphB2 ou ephrin-B2 (formes
dépourvues de leur domaine cytoplasmique a activité tyrosine kinase) aboutissait a la
perte de ces frontieres induisant un entremélement de ces deux populations cellulaires.
Ce résultat signifiait que la répulsion cellulaire nécessaire a I'établissement de cette
frontiere nécessitait aussi bien I'activation du ligand ephrin-B2 que de son récepteur
EphB2. Ces données ont été par la suite confirmées par des travaux réalisés chez la
souris.®® Dans ce modeéle, les souris exprimant a I’état homozygote une protéine ephrin-
B2 dépourvue de leur portion intracellulaire présentaient des anomalies vasculaires aussi
séveres que les souris knock-out (KO) homozygotes vis-a-vis du gene EFNB2. Ces résultats
suggerent que la mise en place du systeme vasculaire chez la souris requiert I'activation
d’ephrin-B2. Cependant, les souris exprimant la méme forme tronquée d’ephrin-B2 ne
présentaient pas d’anomalie de la migration des cellules des crétes neurales a la
différence des souris KO vis-a-vis d’EFNB2. Ces résultats indiquent que le développement
vasculaire nécessite la bonne fonctionnalité du signal rétrograde d’ephrin-B2 (présence
du site catalytique intracellulaire tyrosine kinase) alors qu’il n’est pas nécessaire pour la

mise en place des cellules des crétes neurales chez I'embryon. D’autres travaux menés
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chez la souris montrent que des souris KO homozygotes vis-a-vis du gene EPHB4
présentent un phénotype vasculaire similaire aux souris KO homozygotes du gene
EFNB2.%° Les anomalies vasculaires cérébrales objectivées correspondaient a des défauts
de modelage de principaux axes vasculaires impactant de fagon équivalente veines et
artéres. On notait également des fusions de réseaux capillaires. Le KO homozygote de ces
deux genes est par ailleurs létal avec une pénétrance importante. Dans cette étude de
1999, aucune anomalie morphologique vasculaire n’avait été mise en évidence chez les
embryons hétérozygotes (étude en immunohistochimie). Malgré la grande similitude des
phénotypes observés lors de 'invalidation de I'expression des génes EPHB4 et EFNB2 sur
les modeles animaux, aucune mutation codante de ce dernier gene n’a pu étre mise en

évidence chez les 19 patients ayant bénéficié du séquengage de I'exome entier.

Il a été démontré que les cellules endothéliales artérielles et veineuses ont une
programmation moléculaire mise en place des les stades les plus précoces du
développement du systeme vasculaire. Cette dualité est révélée par I'expression
différentielle de protéines en fonction du type cellulaire endothélial : I'expression
d’ephrin-B2 est ubiquitaire mais marque de fagon spécifique les cellules endothéliales
artérielles’®’! alors qu’EphB4 est particulierement exprimée a la surface des cellules
endothéliales veineuses.”? Une répression de I'expression du géne EFNB2 empéche le
modelage des veines a partir de capillaires.”> De plus, cette répression empéche
également le développement harmonieux des artéres, ce qui suggere que des
interactions réciproques entre cellules endothéliales veineuses et artérielles sont
nécessaires pour le bon déroulement du processus d’angiogenése. La formation des deux

vaisseaux embryonnaires majeurs primitifs, I'aorte dorsale et la veine cardinale, est sous
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la dépendance directe du couple ephrin-B2-Ephb4. Les travaux réalisés chez Danio rerio
ainsi que chez la souris montrent que 'aorte dorsale est le premier vaisseau a se mettre
en place. Celle-ci contient une population mixte de cellules exprimant soit ephrin-B2 soit
Ephb4. Le signal engendré par l'interaction entre cellules endothéliales ephrin-B2+ et
cellules Ephb4+ est responsable d’une répulsion entre ces deux populations cellulaires. Ce
mécanisme aboutit a un bourgeonnant de cellules exprimant Ephb4 a partir de I'aorte

dorsale. Ce contingent cellulaire sera a I'origine de la formation de la veine cardinale.”*”>

Les mutations pertes de fonction du gene RASA1 sont responsable du syndrome
CM-AVM 1.19-2125 De fagon récente, des mutations pertes de fonction du géne EPHB4 ont
également été impliquées dans un syndrome phénotypiquement similaire : CM-AVM 2.7¢
Ces syndromes se manifestent par I'existence de malformations capillaires auxquelles
peuvent s’associer des MAV dont les territoires sont variables. Cinquante et une
mutations distinctes d’EPHB4 ont été isolées grace a une étude de I'exome entier au sein
de cinqg familles ainsi que par le criblage d’une cohorte de 54 cas index non apparentés. Il
s’agissait pour moitié de codons stop prématurés ou de mutations d’épissage suggérant
le caractere perte de fonction de ces mutations. Aucune des mutations de cette étude
n’était similaire aux mutations mises en évidence dans notre cohorte. Les patients mutés
vis-a-vis d’EPHB4 de I'étude de Amyere et al. étaient porteurs de malformations
capillaires alors que seuls 12 patients étaient également atteints d’'une MAV. Sur ces 12
patients, un seul était porteur d’une MAV cérébrale notifiée comme une MAVG.
Cependant, aucune donnée morphologique n’était fournie pour confirmer le diagnostic
nosologique. Notre étude souligne le fait qu’une mutation perte de fonction peut

également étre a 'origine d’'une MAV cérébrale en I'absence de malformations capillaires.
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Les mutations pertes de fonction de RASA1 et EPHB4 sont responsables d’une activation
constitutive de la protéine RAS ainsi que des voie de signalisation MAPK/ERK et
PI3K/AKT/mTORC1 en aval.”® Cette activation constitutive a été constatée au sein de
tissus de patients porteurs de mutations de RASA1.%4 Elle est a l'origine de la
différenciation veineuse anormale et de la désorganisation vasculaire observée dans les
MAVG. Les protéines RAS appartiennent a la famille des GTPases. Ces protéines sont
codées par trois genes distincts : NRAS, HRAS et KRAS. Les protéines RAS sont impliquées
dans la transduction du signal apres activation de divers récepteurs a activité tyrosine
kinase dont le Epidermal Growth Factor Receptor (EGF-R). Certaines mutations
somatiques pathogéniques du gene KRAS sont connues pour générer des tumeurs
malignes. L'équipe de Radovanovic a récemment rapporté I'existence d'une prévalence
importance de mutations somatiques pathogéniques au sein de MAV cérébrales (62% des
individus).”” L'hypothése de I'existence d'une mosaique somatique impliquant KRAS au
sein de notre cohorte de patients atteints de MAVG a été testée. Le séquencage Sanger
de I'ADN issu de tissu affecté n'a révélé aucune mutation dans les régions codant de KRAS

sur les quatre foetus testés.
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Figure 22 : Role d’EPHB4 et de RASA1 dans la genése des malformations artério-veineuses
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Les précurseurs endothéliaux a destinée artérielle (en rouge) expriment EphrinB2 et inhibent I'expression
de marqueurs veineux (Ephb4 et COUP-TFII qui est un facteur de transcription d’EPHB4). Les précurseurs
endothéliaux a destinée veineuse (en bleu) expriment COUP-TFIl et Ephb4 et inhibent la voie de
signalisation Notch. L'interaction physiologique entre EphrinB2 et son récepteur Ephb4 inhibe les voies
RAS/MEK/ERK et RAS/AKT/mTORC1. Un défaut d’expression de RAS p21 protein activator 1 ou Ephb4 est
responsable d’une activation constitutive de la protéine RAS ainsi que des voies de signalisation
RAS/MEK/ERK et RAS/AKT/mTORC1 en aval, a l'origine d’une différenciation veineuse anormale et d’une
désorganisation vasculaire.
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Dans notre cohorte et a ce jour, dix pour cent des patients atteints d’'une MAVG
sont porteurs d’une mutation pathogénique d’EPHB4. Certaines limites inhérentes aux
techniques employées sont a mentionner. L'analyse des données de séquencage de
I'exome entier doit tenir compte des limites de cette approche. La technique de
séquencage employé comporte une étape dite de capture. Cette capture est possible
grace au design d’amorces qui vont s’hybrider aux régions d’intérét. Il peut arriver que
certaines régions soient mal couvertes et seront donc moins bien capturées puis
séquencées. Si une mutation d’intérét se situe dans une telle région, elle ne sera pas
correctement séquencée et non détectée. C'est notamment le cas de mutations situées a
distance des jonctions intron-exon ou dans les régions non codantes. De méme, les
insertions ou délétions de grande taille sont mal détectées, ou encore les anomalies de
méthylation et les mutations dans des genes tres homologues (en raison des difficultés
d’alignement). De la méme fagon, la profondeur de lecture médiane doit impérativement
étre vérifiée. Elle correspond au nombre de fois qu’une base données sera séquencée.
Cette derniéere tient compte de la taille de la cible a séquencer (ici, I'exome entier :
approximativement 30 megabases), du nombre d’échantillons séquencés sur le méme run
ainsi que de la capacité de séquencage du séquenceur. Plus la profondeur de lecture est
importante, plus grande est la probabilité de séquencer un variant d’intérét. D’autres
parametres rentrent en compte dans l'analyse des données. L’application de filtres
successifs permet de réduire le nombre de variants potentiellement candidats. Certains
de ces filtres prennent en compte des bases de données qui sont évolutives. Dans le cas
de malformations congénitales rares, I'analyse tient compte de la fréquence de I'allele
mineure (MAF) qui est comparé a la fréquence de survenue de la maladie. Dans le

contexte des MAVG, l'incidence estimée de survenue de cette pathologie est estimée a
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environ 30 nouveaux cas annuels en France pour une moyenne de 800 000 naissances. En
se placant dans une hypothese de transmission autosomique dominante, le seuil fixé dans
notre étude a 0.003 était donc approprié. Les MAF sont issues de base de données
publiques (1000 genome project et Exome Aggregation Consortium pour notre étude) qui
sont régulierement mises a jour. Une stratégie d’analyse réguliére des données d’exome
doit étre mise en place afin d’augmenter le taux de succes en cas de premiere analyse
non concluante. De la méme fagon, les mutations faux-sens subissent un filtrage a I'aide
de scores de prédiction de pathogénicité in silico (PolyPhen et SIFT pour notre étude). Les
mises a jour récurrentes de ces algorithmes doivent étre prises en compte car les scores
de prédiction de pathogénicité sont susceptibles de varier (possibilité de retenir un
variant antérieurement exclu et réciproquement). La ré-analyse réguliere des données
d’exome non contributifs doit intégrer ces évolutions. L'ensemble de ces mesures, si elles
sont correctement contrblées, est susceptible d’augmenter le taux de détection de

variants pathogéniques pour une pathologie donnée.

Certains parametres non techniques peuvent également constituer une limite
dans le taux de détection de variants pathogéniques. L’homogénéité du phénotype au
sein d’une cohorte est un facteur essentiel. La cohorte MAVG a été constituée sur la base
d’une expertise neuroradiologique assurée par le centre de référence des malformations
neurovasculaires congénitales de Bicétre. L'homogénéité phénotypique a été confirmée
par I'analyse angiographique cérébrale : toutes les MAVG des patients de la cohorte
répondaient a la définition précise telle que stipulée dans la partie | du manuscrit. Ce
faisant, il était licite de croiser I'ensemble des données bioinformatiques afin d’identifier

un ou plusieurs genes communs. Au fur et a mesure des inclusions, nous avons constaté
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une forte prévalence de malformations capillaires chez les patients de la cohorte. Ces
malformations capillaires n’étaient pas systématiquement signifiées par les patients a
I'interrogatoire et nécessitaient un examen dermatologique complet. Un examen
physique et une enquéte génétique approfondie ont permis de faire émerger un sous-
groupe de patients porteurs de malformations capillaires associées aux MAVG. La qualité
du phénotypage est apparue essentielle dans un contexte de maladie a transmission
dominante et a expressivité variable. Compte-tenu de nos résultats et de I'association
fréquente des MAVG a des malformations capillaires chez les patients porteurs de
mutations d’EPHB4, nous avons entrepris le séquencage de I'exome entier chez les
patients présentant cette association et qui ne portaient pas de mutation d’EPHB4 par
séquencage d’exome ciblé ou Sanger (n=6). Par cette approche, nous sélectionnons ainsi
un sous-groupe de patients a phénotype vasculaire cutané et cérébral semblable, ce qui

devrait nous permettre, nous I'espérons, I'identification de nouveaux genes candidats.

Enfin, le taux de détection de dix pour cent de mutations d’EPHB4 dans notre
cohorte peut trouver une explication dans la physiopathologie méme des MAV. Comme
décrit précédemment, une publication récente a démontré que I'existence de mosaiques
somatiques permettait d’expliquer la genése de certaines MAV. Des mutations
somatiques de KRAS ont été mises en évidence dans plus de 60% des MAV cérébrales.”’
L’hypothese d’'une mosaique somatique de KRAS a été testée et exclue concernant quatre
foetus inclus dans la cohorte. Il pourrait étre envisagé de poursuivre les investigations par
un séquencage de I'exome entier comparatif (tissu lésé contre tissu indemne). La limite
principale de I'exploration des mosaiques est liée au mode de prise en charge

thérapeutique des MAV et plus particulierement des MAVG en France. La sclérose par
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artérioembolisation est préférentiellement pratiquée a la différence d’autres pays qui
optent plus volontiers par un traitement chirurgical. Ce dernier offre une source d’ADN de
tissu 1ésé qu’il n’est pas possible d’obtenir par la technique d’embolisation. Dans notre
étude, la seule source d’ADN de tissu lésé a été exclusivement obtenue dans le cadre

d’interruptions médicales de grossesse.

Le modele Danio rerio transgénique Tg[flil:EGFP]y1l trouve toute sa place dans la
caractérisation des anomalies neurovasculaires chez I’'Homme pour plusieurs raisons.
Tout d’abord, la mise en place de la circulation vasculaire cérébrale et les mécanismes
moléculaires aboutissant a 'angiogenése et a la vasculogenése posseédent une grande
homologie avec celle de 'Homo sapiens**’8. Dans notre étude, la répression de
I'expression du gene EPHB4 impacte de fagon spécifique la région vasculaire
correspondant, par analogie, a la Grande Veine de Galien chez I'Homme.*’ Cette
correspondance a été permise grace aux travaux antérieurement menés par I'équipe du
Professeur Lasjaunias. Le développement des modeles de poissons exprimant des
protéines fluorescentes sous controle de promoteurs impliqués dans la vasculogeneése a
largement facilité I'étude in vivo des mécanismes physiologiques et pathologiques du
développement vasculaire embryonnaire a des stades de plus en plus précoces.”®8!
Plusieurs modeles de poissons zebres ont montré des résultats significatifs dans I’étude
de pathologies neurovasculaires telles que I'angiopathie cérébrale amyloide®?, certaines
MAV cérébrales®3 84, les cavernomes cérébraux®, les vascularites cérébrales des gros
vaisseaux (maladie de Moyamoya)®® ou encore les accidents vasculaires cérébraux
ischémiques®’. Les voies de signalisations impliquant EPHB4 et RASA1 ont été étudiées

grace au modele Danio rerio transgénique Tg[flil:EGFP]yl employé dans notre étude.®
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Les auteurs ont étudié 'effet de I'invalidation de I'expression des genes RASA1 et EPHB4
sur la mise en place des vaisseaux intersomitiques. Par une approche de morpholinos, il a
été montré que la perte d’expression de RASA1 aboutissait a des anomalies vasculaires
similaires a la perte d’expression d’EPHB4 chez la larve de Danio rerio. Ces anomalies
concernaient la formation des vaisseaux intersomitiques ainsi que la vascularisation
caudale des poissons zébres qui était amputée chez les morphants. Il est a noter que ces
anomalies n’ont pas été reproduites sur notre modele avec des conditions
expérimentales similaires. De plus, les auteurs de cette étude n’ont pas exploré la

vascularisation cérébrale chez les morphants dont I'expression d’EPHB4 était réprimée.

Les mutations perte de fonction d’EPHB4 sont a I'origine d’anomalies spécifiques
du développement vasculaire cérébral. EPHB4 a également été impliqué dans la mise en
place du réseau lymphatique au cours de la vie embryonnaire.8 Récemment, des
mutations germinales d’EPHB4 ont été rapportées dans le syndrome d’anasarque foetale
non immunologique en lien avec des malformations du réseau lymphatique.®® Deux
mutations hétérozygotes faux-sens ont été rapportées dans le domaine catalytique de la
tyrosine kinase (p.Arg739Glu et p.lle782Ser). L'association de ces données aux résultats
obtenus dans notre étude permet de conclure que les mutations germinales
hétérozygotes d’EPHB4 sont responsables d’entités nosologiques vasculaires dont le
spectre est large. L'identification de mutations pathogéniques d’EPHB4 chez des patients
présentant des malformations capillaires implique une surveillance attentive de la
grossesse. Cette surveillance échographique renforcée pourrait permettre la détection
précoce d’'une MAVG et une prise en charge anténatale et néonatale optimale. Par

ailleurs, I'utilisation de drogues comme la rapamycine, qui est un inhibiteur de la voie
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MTORC1, pourrait faire I'objet d’une étude dans la prévention des récurrences de MAVG.
Il serait intéressant de tester les effets de I'administration de rapamycine sur les
anomalies vasculaires cérébrales observées sur notre modele Danio rerio Tg[flil:EGFP]y1l
knockdown pour ephb4. Un effet bénéfique pourrait ouvrir la voie a un traitement par
cette molécule. La rapamycine employée en tant que thérapie ciblée des malformations
vasculaires telles que CM-AVM, malformations lymphatiques et veineuses et dans la
sclérose tubéreuse de Bourneville fait I'objet actuellement de plusieurs essais
thérapeutiques de phase 2 et 3 (NCT01811667, NCT02042326, NCT00975819). Compte
tenu du réle essentiel de la voie de signalisation mTOR sur le développement cérébral,
I'administration de rapamycine durant la grossesse implique des études préalables

poussées sur des modeles animaux.
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Abstract

Vein of Galen aneurysmal malformation (VGAM) is a congenital anomaly of the cerebral
vasculature representing 30% of all pediatric vascular malformations. VGAM is largely
sporadic. We conducted whole exome sequencing in 19 unrelated VGAM patients and
subsequently screened candidate gene in a cohort of 32 additional patients using either
targeted exome or Sanger sequencing. In a cohort of 51 VGAM patients, we found 5
affected individuals with heterozygous mutations in EPHB4 including de novo frameshift
(p-His191Alafs*32) or inherited deleterious splice or missense mutations predicted to be
pathogenic by in silico tools. Knockdown of EPHB4 in zebrafish embryos leads to specific
anomalies of dorsal cranial vessels including dorsal longitudinal vein, the ortholog of the
median prosencephalic vein, the embryonic precursor of the vein of Galen. This model
allowed to demonstrate EPHB4 loss of function mutations in VGAM by the ability to
rescue the brain vascular defect in knockdown zebrafish co-injected with wild type but not
truncated EPHB4 mimicking the p.His191Alafs mutation. Our data showed that in both
species, loss of function mutations of EPHB4 result in specific and similar brain vascular
development anomalies. Recently, EPHB4 germline mutations have been reported in non-
immune hydrops fetalis and in cutaneous capillary malformation—arteriovenous
malformation. Here, we show that EPHB4 mutations are also responsible for VGAM
indicating that heterozygous germline mutations of EPHB4 result in a large clinical
spectrum. The identification of EPHB4 pathogenic mutation in patients presenting
capillary malformation or VGAM should lead to careful follow up of pregnancy of carriers
for early detection of VGAM in order to propose optimal neonatal care. Endovascular
embolization indeed greatly improved the prognosis of VGAM patients.

Key Words: vein of Galen aneurysmal malformation; arteriovenous malformation; exome
sequencing; EPHB4 mutation; zebrafish.
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Introduction

VGAMs are characterized by brain arteriovenous shunt, supplied by a variety of choroidal
arterial feeding vessels that drain into the aberrantly persistent median prosencephalic vein,
an embryonic precursor of the vein of Galen, and associated with abnormal deep venous
drainage.'? This condition can be diagnosed during the prenatal stage with intrauterine
ultrasound and MRI. Prenatal diagnosis is usually made during the third trimester, with
color Doppler ultrasonography. Fetal MRI is important to confirm VGAM, to detect
associated brain abnormalities and to rule out differential diagnoses. The outcome is
particularly poor when anomalies such as cerebral defects or signs of cardiac dysfunction
are associated. VGAM can cause congestive heart failure and pulmonary hypertension in
neonates, macrocrania, ventriculomegaly, seizures, mental retardation, hemorrhage or
venous ischemia. Endovascular embolization is the treatment of choice and greatly
improved the prognosis.>¢

VGAM is largely sporadic, affecting either males or females. Several cases of cerebral
arteriovenous shunts (AVS) are known to be hereditary. Some are recognized as
hemorrhagic hereditary telangiectasia or Osler—Weber—Rendu syndrome, a heterogeneous
genetic autosomal dominant disorder associated with cerebral AVS and particularly with
arteriovenous fistulae and caused by mutation of ENG (MIM: 187300), GDF2 (MIM:
615506) or ACVRLI (MIM: 600376). Affected individuals with neurofibromatosis type 1
caused by mutations in NF/ (MIM: 162200) can also show arteriovenous fistulae after
rupture of weak vessel walls. Among 140 affected individuals with the association
capillary malformation-arteriovenous malformation (CM-AVM1, MIM: 608354), germline
mutations in RASAI were identified in 2 individuals suffering from CM associated with
VGAM.” The protein encoded by RASAI, p120RasGAP, is an inhibitor of RAS p21. Its
critical role in vascular development has been established by the phenotype observed in
Rasal knockout mice.®

In order to gain further insight into the underlying cause of VGAM, we took advantage of
the added value of whole and targeted exome sequencing to study a cohort of 51 unrelated
affected individuals with VGAM.

Materials and Methods

Participants and study design

Fifty-one unrelated affected individuals with VGAM were included from 2015 through the
National Reference Center for Paediatric Neurovascular Malformation of Bicétre
University Hospital. VGAM diagnosis was established through digital subtracted
angiography. Detailed neuroimaging features of the patients are presented in the ‘Results’
section.

The parents of all affected individuals provided written informed consents for genetic
analysis of their children or fetuses and themselves in accordance with the ethical
standards of our institutional review boards.

Procedures

Whole exome sequencing

Genomic DNA for each individual was extracted from blood or frozen tissue with the use
of a QiaAmp DNA midi or mini Kit respectively (Qiagen). Whole exome sequencing
(WES) was performed in 19 index cases using the Exome Capture Agilent SureSelect XT
V5 kit for library preparation and exome enrichment as previously described.'? Sequencing
was performed on a Genome Analyzer IIx Illumina instrument in paired-end mode with a
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read length of 2x100bp. The median coverage of the WES was 67. Reads were aligned to
the human reference genome sequence (UCSC hgl9, NCBI build 37.3) via the BWA
program.'3 Variants were selected using the SAMtools!# then annotated using Annovar
softwares.!> Variants in coding regions (including non-synonymous and nonsense
mutations), intron-exon junctions or short coding insertions or deletions were selected
when the minor allele frequency (MAF) was less than 0.003. Non-synonymous mutations
were selected when the prediction of pathogenicity gave a score >0.5 using the Polyphen-
216 or <0.05 with Sift softwares.!”

Predicted deleterious variants in genes shared by two or more affected individuals were
selected as candidates. After variant selection of the best candidate, the coding regions of
EPHB4 were sequenced in a cohort of 32 additional unrelated affected individuals.
Targeted exome sequencing

Targeted exome sequencing of EPHB4 was performed using the Agilent SureSelectXT
Custom kit for library preparation and exome enrichment. Sequencing was performed on
an Illumina MiSeq System using paired-end 150bp reads and following Illumina’s protocol
using the MiSeq Reagent Micro Kit, v2. The average of the median coverage was 490.
Variants were selected using the same filters as those used for WES data.

Sanger sequencing

All variants identified through whole or targeted exome sequencing were further validated
by Sanger sequencing. PCR primer pairs were designed from genomic DNA to amplify
and sequence each EPHB4 exon (supplementary Table 1). PCR amplification was carried
out as previously described.'? PCR products were then purified then sequenced using the
forward or reverse primers (Eurofins Genomics). The obtained DNA sequences were
compared with published sequences (BLAST, NCBI). Sanger sequencing was also
performed to establish the genotype of each family member and to analyze the segregation
of the variant within each family.

Reverse Transcription-PCR Amplification

Total RNAs were extracted from lymphoblastoid cell lines by using TRI Reagent LS
method (Sigma). Four pg RNA was used to synthesize cDNA by using random primers
following the manufacturer’s manual (SuperScript III reverse Transcriptase, Invitrogen) in
a final volume of 20 pL. PCR amplification was carried out as previously described.!? RT-
PCR products were separated by agarose gel electrophoresis and labelled with ethidium
bromide. To determine the effect of mutations closed to intron-exon junctions, PCR
amplification analysis from single strand cDNA was performed using primers flanking
exons of EPHB4 (supplementary Table 1). As internal control for PCR amplification, -
Actin ¢cDNA was coamplified (supplementary Table 1). Sanger sequencing was
performed from the RT-PCR products.

Zebrafish studies

Embryo care: Embryos were cared for according to standard protocols.!®

The transgenic line (Tg[flil:EGFP]yl:Tg|[gata:dsRed]) allowed in vivo simultaneous
imaging of blood vessel architecture by visualizing endothelial cells (flil:EGFP) and
erythrocytes (gatal:dsRed) in the same animal during embryonic vascular development
and was used for the knockdown experiments.!®?° Embryos were collected by natural
spawning, and raised in fish water with methylene blue at 28.5°C.

Knockdown of EPHB4 in transgenic zebrafish using antisense morpholino
oligonucleotide (MO): Antisense morpholino oligonucleotides ephb4a (splice, ephb4a-
MO) and Smis-ephb4a (splice, ephb4a-MisMO) were purchased from Gene Tools LLC as
previously described by Kawasaki et al. 2014, supplementary Table 1).2! 0.4 pmoles of
MO was injected into 1-4 cell stage embryos using picospritzer injector.?? Knockdown
efficiency for ephb4a-MO was previously reported by Kawasaki et al. (2014).%!

Ephb4 mRNA synthesis and microinjection: Human EPHB4 c¢DNA (GenBank:
BC052804.1), corresponding to full length EPHB4 mRNA (NM_004444.4) was purchased
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from Source BioScience, linearized and capped RNAs were in vitro transcribed using the
mMessage mMachine Kit (Ambion Inc.) following the manufacturer’s instructions. A
truncated form of cDNA was generated from BC052804.1 and cloned to express a
truncated protein retaining the first 269 amino acids mimicking the frameshift deletion
observed in affected individuals AAS5614. In vivo transcription was performed as described
above. 60 pg of each mRNA were co-injected with ephb4a-MO.

Zebrafish phenotype scoring: Two types of assays to score distinct vascular phenotypes
of the dorsal cranial vessels were used at 3 days post fertilization (dpf). To evaluate dorsal
longitudinal vein (DLV) anatomy, the phenotype was categorized into either normal (a
single vein indistinguishable from WT controls) or abnornal (duplicated or triplicated vein).
We also evaluated the mesencephalic vein (MsV) anatomy: the two MsV can be seen
projecting rostrally from the DLV and then diving ventrally in two branches in WT
controls. The morphological aspect of paired MsV was evaluated as either normal or
abnormal (absent or interrupted in one or both MsV). Scoring for normal or abnormal
embryos for either DLV or MsV in WT, ephb4a-MO, ephb4a-misMO, embryos co-
injected with ephb4a-MO with full length or truncated EPHB4 mRNA was undertaken.
This quantification was carried out blindly by two examiners. All assays were performed
using transgenic embryos with endothelial cells labeled in green. A 2-tailed Student’s t test
was used for all statistical analyses. In each case, the P value is provided.

Confocal image analysis: Image acquisition was performed using a Leica SP§ confocal
microscope. Image analysis was performed offline using Imagel.

Results

Neuroimaging features of VGAM patients

Digital subtracted angiography established VGAM diagnosis based on the following
criteria: arterial choroidal feeders of the arteriovenous shunt, aneurysmal dilatation of the
so called vein of Galen (actually its precursor, the median vein of the prosencephalon) and
deep venous drainage (such as internal cerebral veins) not connected to the vein of Galen
but to venous alternative pathways such as lateral mesencephalic, sub temporal veins or
lateral sinus (Fig. 1).'! Other disease entities such as vein of Galen dilatations
characterized by arteriovenous malformations draining into a dilated mature vein of Galen
which is connected to the internal cerebral veins, dural arteriovenous shunts draining into a
dilated mature vein of Galen, or vein of Galen varix characterized by a dilated vein of
Galen without arteriovenous shunt were not included.

Identification of EPHB4 heterozygous mutations in VGAM

Whole exome sequencing was performed in 19 unrelated affected individuals with VGAM.
Predicted deleterious variants in genes shared by two or more affected individuals were
selected as candidates. Under the hypothesis of autosomal recessive inheritance, no
candidate variants were identified. Under the hypothesis of autosomal dominant
inheritance, three affected individuals were carrying deleterious mutations in EPHB4. In
affected individual AA5614, a heterozygous 1lbp duplication in EPHB4 (Genbank:
NM 004444.4, ¢.570dupG) leading to frameshift and premature stop codon
(p-His191Alafs*32, Fig. 2) was identified. Sanger sequencing of PCR products using
primers flanking the mutation (supplementary Table 1) confirmed the mutation in the
affected individual (Fig. 2). Analysis of both parents showed that the mutation had
occurred de novo (supplementary Fig. 1). This variant was not annotated in the 1000
Genomes or ExAC Browser databases.

In two unrelated affected individuals, heterozygous EPHB4 mutations were located in
intron 14 very close to the junction with exon 14. In the affected individual AA5615, the
mutation was located at the first nucleotide of intron 14 (c.2484+1G>T, Fig. 2), suggesting
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a potential impact on splicing. This variant was not annotated in the 1000 Genomes or
ExAC Browser databases. Analysis of both parents showed that the mutation was inherited
from the mother (supplementary Fig. 1). In the affected individual, VGAM was
associated with cutaneous capillary malformation (data not shown). Clinical examination
of the healthy mother, revealed similar cutaneous malformation of the skin (data not
shown) without any clinical history of neurological defect. RT-PCR product of EPHB4
cDNA from lymphoblastoid cells RNA of the affected individual and his mother compared
to control revealed, in addition to the wildtype, an abnormal RT-PCR product (Fig. 2).
Sequencing of the RT-PCR products revealed that the smaller PCR product corresponded
to truncated transcript leading to the lack of amino acids 814 to 829 (p.Met814 Val829del)
establishing the deleterious effect of the ¢.2484+1G>T mutation (Fig. 2). In the affected
individual AAS5616, a splice mutation similar to the previous one was identified
(c.2484+2insT, Fig. 2). This mutation was inherited from the healthy father
(supplementary Fig. 1). Clinical examination of the father was not available as well as
cell lines for RNA analysis. This variant was not annotated in the 1000 Genomes or ExXAC
Browser databases. No germline mutation was identified in RASA1, ENG, ACVRLI, GDF2
or NFI in our cohort of 19 affected individuals.

EPHB4 was therefore selected as high candidate for the disease-causing gene. Targeted
exome sequencing or Sanger sequencing of the coding regions of EPHB4 were performed
on the DNA sample of a cohort of 32 additional unrelated affected individuals with VGAM.
This approach further revealed two unrelated affected individuals (AA5717 and AA5718)
carrying distinct heterozygous missense mutation in EPHB4 (Fig. 2). These mutations
(c.2609T>A: p.Val870Glu and ¢.319T>C: p.Cys107Arg) were not annotated in the 1000
Genomes or ExXAC Browser databases and are predicted to be pathogenic with a high score
(PolyPhen-2 score of 1 for both mutations). These heterozygous mutations were inherited
from healthy mothers (supplementary Fig. 1). No neurological defect was reported in the
mothers.

The main clinical and genetic features of the 5 patients carrying EPHB4 heterozygous
mutations are summarized in Table 1.

Knockdown of EPHB4 in transgenic zebrafish embryos leads to marked anomalies of
dorsal cranial vessels

Antisense morpholino (ephb4a-MO) oligonucleotides and their corresponding “mismatch”
controls (ephb4a-MisMO) were designed to specifically knockdown the EPHB4 ortholog
(ephb4a) in transgenic zebrafish (Tg[flil:EGFP]yl:Tg[gatal:dsRed]). The embryos were
analyzed at 3 dpf when vascular morphogenesis is well established. Transgenic embryos
injected with ephb4a-MisMO were indistinguishable from non-injected control embryos
(WT) (n=29; Fig. 3). In contrast, by looking at different brain layers, transgenic zebrafish
embryos injected with ephb4a-MO exhibited marked vascular anomalies of the dorsal
cranial vessels including both DLV and MsV by 3 dpf (Fig. 3 and 4). Abnormal number of
DLV (duplicated or triplicated vein) was observed in 82% of ephb4a-MO embryos (14 out
17 embryos) when compared to 0% in either WT (n=21) or ephb4a-MisMO (n=8,
P<0.0001, Fig. 3 and 4). Similarly, abnormal morphology of MsV (absent or interrupted in
both or one MsV) was observed in 76% of ephb4a-MO (13 out of 17 embryos) when
compared to 0% in either WT (n=21) or ephb4a-MisMO (n=8, P<0.0001, Fig. 3 and 4).
Interestingly, the upper and lower middle layers of cranial vessels did not exhibit abnormal
vascular pattern (supplementary Fig. 2) indicating that the anomalies were restricted to
specific vessels of the brain. To determine whether the ephb4a-MO abnormal phenotype of
dorsal cranial vessels was specific to ephb4a knockdown, we co-injected ephb4a-MO with
full length human EPHB4 mRNA (WT-mRNA). The percentage of vascular anomalies
was significantly reduced for both MsV (only 1 out of 13 embryos showed anomaly, 8%,
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P<0.0001) and DLV (only 3 out of 13 embryos showed anomaly, 23%, P=0.0005) in
embryos co-injected with both ephb4a-MO and WT-mRNA compared with those injected
with ephb4a-MO only (Fig. 3 and 4). In contrast, co-injection of ephb4a-MO with mut-
mRNA, mimicking the mutation of the affected individual AA5614, did not result in
statistically significant difference with ephb4a-MO injected embryos for both MsV (15 out
of 20 showed anomalies, 75%, P=0.66) and DLV (16 out 20 showed anomalies, 80%,
P=0.86, Fig. 3 and 4). These data indicate first that knockdown of ephb4a was specific. In
addition, these results strongly suggest that the EPHB4 mutation found in affected
individual AA5614 (c.570dupG) leads to a loss of function since the EPHB4 WT-mRNA
but not mut-mRNA is able to markedly improve the vascular phenotype of ephb4a-MO
zebrafish. These data demonstrate that EPHB4 plays an essential role in the development
of specific brain vessels.

Discussion

We report herein the identification of germline loss of function EPHB4 mutations in
VGAM. In a cohort of 51 affected unrelated individuals with VGAM, we found 5 affected
individuals with heterozygous mutations in EPHB4 including de novo frameshift or
inherited deleterious splice or predicted pathogenic missense mutations which strongly
suggest that EPHB4 mutations are responsible for VGAM. Mutations occurred in various
domains of EPHB4 (Fig. 2). No germline mutation of RASA was found in our cohort.

In recent years, the zebrafish has emerged as an important vertebrate model system for
studying vascular development. The molecular mechanisms underlying vessel formation in
zebrafish and its anatomical vascular architecture are highly similar to those in higher
vertebrates.> As a model system, the zebrafish offers unique advantages for studying
vascular development in vivo.?627 Although knockdown of ephb4a, the EPHB4 ortholog,
was already performed in zebrafish,?! previous study has only analyzed spinal cord
vascular development but not the one in the brain. Here, we show a critical role of ephb4a
in the development of specific veins in the brain by the observation of marked venous
anomalies of the dorsal cranial vessels including both DLV and MsV in ephb4a-MO
zebrafish larvae. Our data showed that EPHB4 has a critical role in brain vascular
development in both zebrafish and human. This model allowed us to demonstrate that
EPHB4 loss of function is responsible for VGAM since we were able to rescue the
vascular brain defect of ephb4a-MO zebrafish by overexpressing a human wild type form
of EPHB4 but not truncated EPHB4 mimicking the frameshift mutation found in patient
AAS5614. In addition, our data strongly suggest that loss of function mutations in EPHB4
result in specific brain vascular development anomalies in both species. Interestingly,
comparative anatomy in vertebrates suggested that DLV is the ortholog of the median
prosencephalic vein of Markowski,?® which is aberrantly persistent in VGAM and shows
abnormal morphology in ephb4a-MO zebrafish.

Among the Ephrin family, the EPHB4 receptor plays a unique role in vascular
development, where it regulates venous differentiation.?*?* EphB4 is highly enriched in
veins, and is the only EphB receptor that specifically binds to ephrinB2.2® During early
stages of vertebrate embryogenesis, coordinated sorting and segregation of arterial/venous-
fated angioblasts into distinct networks of arteries and veins is essential to establish a
functional vasculature. The ligand EphrinB2 and its receptor EphB4, that are expressed in
arterial and venous progenitors respectively, interact to establish a directional progenitor
migration. Here, we provide evidence for a critical role of EPHB4 in embryo/fetal
development of specific brain vessels in human.
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Recently, mutations of EPHB4 have been reported in two distinct clinical disease entities.
In two unrelated families with autosomal dominant lymphatic-related hydrops fetalis with
atrial septal defect (MIM: 617300), Martin-Almedina et al. (2016) reported heterozygous
missense variants in EPHB4.” Among capillary malformation-arteriovenous malformation
(CM-AVM2), inherited heterozygous mutations in EPHB4 have been reported in 54
families with cutaneous capillary malformation either isolated (63%) or associated with
AVM (35%).!° Among them, CM was associated with VGAM in a single family. These
results revealed that heterozygous germline mutations of EPHB4 result in a large clinical
spectrum ranging from non-immune hydrops fetalis, capillary malformation without
neurological expression to VGAM. In addition, the clinical penetrance of the disease
mutation is incomplete within the same family as shown for family AA5615 in whom the
affected child is suffering from VGAM with cutaneous capillary malformation while the
carrier mother had cutaneous capillary malformation without neurological defect. These
data strongly suggest a role of other genes linked or not to the EPHB4 locus in the clinical
expression of disease phenotype.

In summary, we show herein that 10% of VGAM are associated with deleterious
heterozygous mutations of EPHB4. Search for intragenic mutations of EPHB4 should be
proposed in affected individuals with VGAM. It should be also proposed in affected
individuals with cutaneous capillary malformation only. The identification of EPHB4
pathogenic mutation should provide better information of families on the autosomal
dominant mode of inheritance of the trait, the large clinical spectrum, and the need for
careful follow up of pregnancy of EPHB4 mutation carriers for early detection of VGAM
in order to propose optimal care through endovascular embolization which greatly
improved the prognosis of VGAM patients.
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Table 1: Main clinical features and characteristics of EPHB4 mutations found in VGAM patients

Patients
Clinical characteristics

AA5614

AA5615

AA5616

AAS5717 AAS5718

Age at diagnosis

Prenatal: 3rd

Prenatal: 3rd trimester

Postnatal: 4 days of life

Prenatal: 3rd trimester  Prenatal; 3rd trimester

trimester ultrasound ultrasound (cardiac failure) ultrasound ultrasound
Prenatal MRI additional None Unknown N/A Hydrocephaly & Unknown
findings leukomalacia*®
Head circumference at 35,90 38,97 37,90 37.5,97 32,20
delivery (cm, percentile)
Neonatal cardiac failure No No Yes: stable with N/A No

medical treatment
Age at first embolization 2 6 4 N/A 3.5
(month)
Associated capillary Yes, hemifacial Yes, disseminated No Unknown No
malformations
Psychomotor Normal (3 years) Normal (8 years) Normal (10 years) N/A Normal (2 years)
development (age of
evaluation)
EPHB4 mutations
cDNA change ¢.570dupG c.2484+1G>T .2484+2insT c.2609T>A c.319T>C
Inheritance de novo Mother Father Mother Mother
Predicted protein change  p.His191Alafs*32 p-Met814 Val829del Unknown p-Val870Glu p.Cys107Arg
Protein domain Truncated protein Catalytic Domain of Catalytic Domain of Catalytic Domain of  Ligand Binding Domain
PTK PTK PTK

Polyphen-2 N/A N/A N/A Probably damaging (1) Probably damaging (1)
SIFT N/A N/A N/A Deleterious (0.0) Deleterious (0.0)
1000 Genomes MAF absence absence absence absence absence
ExAc Browser MAF absence absence absence absence absence

N/A: not applicable; aa: aminoacid; MAF: minor allele frequency; * termination of pregnancy; PTK:

Protein Tyrosine Kinases.
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Legend to Figures

Figure 1: Digital subtracted angiogram of the affected individuals (A-D) and control
(E). On the arterial phase, VGAM diagnosis was established based on the observation of
marked dilatation of vein of Galen (1) draining into a falcine sinus (2), and arterial
choroidal feeders of the arteriovenous shunt (3) in patients AA5718 (A), AA5614 (B),
AA5615 (C), AA5616 (D) when compared to control (E). The angiogram was not
performed in fetus AA5717 since the pregnancy was terminated at the request of the
parents.

Figure 2: EPHB4 Mutations identified in VGAM. (A) Pedigrees for families AA5614,
AA5615, AA5616, AA5717 and AA5718 are shown. Arrows indicate mutant nucleotide
positions. The affected individuals carry heterozygous mutation. The nucleotide and amino
acid changes based on NM 004444.4 and NP_004435.3 reference sequences respectively
are indicated. Segregation analysis of mutations within families are shown in
supplementary Fig. 1. Open symbols: unaffected; filled symbols: affected. In family
AA5615, the carrier mother (black dot) displays cutaneous capillary malformation. (B)
RT-PCR analysis was performed from RNA after reverse transcription in affected
individual AA5615 (1), his mother (2) and a control (C) and revealed two bands on gel
electrophoresis in (1) and (2) when compared to (C) and internal control (B-actin). (C)
Sanger sequencing was performed from the RT-PCR products using primers EPHB-Ex12-
15-F and EPHB-Ex12-15-R (supplementary Table 1). Sequence analysis revealed, in
addition to the wild type sequence (upper band), a truncated transcript (lower band, arrow)
leading to the lack of amino acids 814 to 829 in both affected individual and his mother
(underlined, p.Met814 Val829del). (D) Location of mutations found in the VGAM
affected individuals from our cohort and in the VGAM family reported by Amyere et al.
(2017, p.Glu664Lys). The amino acid sequences encoded by WT-mRNA or mut-mRNA
used in zebrafish experiments are shown. SAM domain: Sterile alpha motif domain.

Figure 3: ephb4a knockdown in transgenic zebrafish embryos leads to brain vascular
defects. Morphological views of the most dorsal cranial vessels using the transgenic line
flil:EGFP in WT or embryos injected with either ephb4a-MO (MO) or 5-base mismatch
control ephb4a-MO (MisMO) at 3 dpf. Anterior is to the bottom and posterior is to the top
in all stills. Note that ephb4a-MisMO phenotype was indistinguishable from WT. In
contrast, transgenic zebrafish embryos injected with ephb4a-MO exhibited marked
vascular anomalies of the DLV and MsV veins at 3 dpf (red arrows). Abnormal number of
DLV (duplicated or triplicated veins) was observed. Similarly, abnormal morphology of
MsV (absent or interrupted in one or both MsV) was observed in ephb4a-MO. Co-injection
of ephb4a-MO with full length human EPHB4 mRNA (WT-mRNA) can rescue the MsV
and DLV anomalies in most embryos. In contrast, when ephb4a-MO is co-injected with
truncated EPHB4 transcript (mut-mRNA), MsV and DLV anomalies remain similar to
those observed in ephb4a-MO. Scale bar: 60 pm.

1: Mesencephalic Vein (MsV); 2: Middle Cerebral Vein (MCeV); 3: Dorsal Longitudinal
Vein (DLV); 4: Posterior (caudal) Cerebral Vein (PCeV).
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Figure 4: Graph indicating the percentage of brain venous anomalies in transgenic
zebrafish in each condition. Transgenic zebrafish embryos were non-injected (Wild Type,
WT, n=21) or injected with ephb4a-MO (MO, n=17), ephb4a-MisMO (MO, n=8), or co-
injected with ephb4a-MO and either full length EPHB4 mRNA (MO+WT-mRNA, n=13)
or truncated EPHB4 (MO+mut-mRNA, n=20). Zebrafish embryos were mounted for
microscopy and then scored for the number of abnormal Dorsal Longitudinal Vein
(abnormal DLV) or abnormal Mesencephalic Vein (abnormal MsV). *P < 0.0005, n.s.: not
significant.

SUPPLEMENTAL MATERIAL

Figure 1: Sanger sequencing of mutations identified in EPHB4 in VGAM and
segregation analysis of mutations within families. Arrows indicate mutant nucleotide
positions. The nucleotide and amino acid changes based on NM 0044444 and
NP _004435.3 reference sequences respectively are indicated. Open symbols: unaffected;
filled symbols: affected. Black dot: cutaneous capillary malformation. Note that the
frameshift mutation found in patient AA5614 (c.570dupG) occurred de novo.

Figure 2: Vascular pattern of the upper and lower middle layers of cranial vessels in
transgenic zebrafish at 3 dpf. Transgenic embryos injected with ephb4a-MO or MisMO
were indistinguishable from WT embryos at the upper and lower middle layers of cranial
vessels in contrast to marked vascular anomalies of the dorsal cranial vessels observed in
ephb4a-MO zebrafish (see Figure 3). Scale bar: 60 um.
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AA5614

Supplementary Figure 1: In the affected individual AA5614, vein of Galen aneurysmal
malformation is associated with a large cutaneous capillary malformation on the face (arrow).
In the affected individual AAS5615. the aneurysmal malformation was associated with several

cutaneous capillary malformations on the body (arrows).
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Supplementary Figure 2: Vascular pattern of the upper and lower middle layers of cranial
vessels in transgenic zebrafish at 3 dpf. Transgenic embryos injected with ephb4a-MO or
MisMO were indistinguishable from WT embryos at the upper and lower middle layers of
cranial vessels in contrast to marked vascular anomalies of the dorsal cranial vessels observed
in ephb4a-MO zebrafish (see Figure 3). Scale bar: 60 pm.
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Supplementary Table 1: Sequences of Primers

Designation

Primer sequences

Detection of EPHB4 mutations

EPHB-Ex1-F 5-GTCCGAAGTGTTTGGGACTG-3'
EPHB-Ex1-R 5-CGGAGTATCGGCGTCCAC-3'
EPHB-Ex2-F 5-GAGAAGGGCTCAGACGACAC-3
EPHB-Ex2-R 5-GCAGAAGAGGCCAGAAATCA-3'
EPHB-Ex3a-F 5-CCTAAGCCTCCTGCTTCCA-3'
EPHB-Ex3a-R 5-GCTGACCTCCTTCTCTGCAC-3'
EPHB-Ex3b-F 5-CACTCGAGCATGGTGAAGC-3'
EPHB-Ex3b-R 5-CCCTCCTCGCAGTACCAG-3'
EPHB-Ex4a-F 5-AGAGCAAGCCTCCATTTCAA-3
EPHB-Ex4a-R 5-AGCAAGGCTGGCTTCTACCT-3'
EPHB-Ex4b-F 5S-GCCATCCTCACGGCAGTA-3'
EPHB-Ex4b-R 5-AGGTGGAGGGAAGATTCTGG-3'
EPHB-Ex5-F 5-CTCCGGGCTAGGGACAAG-3'
EPHB-Ex5-R S"TTGGCTCAAGCGATCCTC-3'
EPHB-Ex6-a-F S“ATTGCCCTCTTTCTGCCTCT-3'
EPHB-Ex6-a-R 5-GCCGAGAGGACCTCACCTA-3
EPHB-Ex6-b-F 5-GTAGCCCTCGAACCACCAC-3'
EPHB-Ex6-b-R S“TGGGCTTCTTCCCTTTGTC-3'
EPHB-EX7-F 5S-ACAGGCCAAGGGGCTTAC-3
EPHB-Ex7-R 5'-AAGGGACAGAGCTACCATGC-3'
EPHB-EX8-F 5S-GATGGGACTTTGGAGACCTG-3'
EPHB-Ex8-R 5-GGCTTGCATGCGTAAGTTCT-3'
EPHB-Ex9-F 5S-CAAAGGAAGGAGCAGGGATT-3'
EPHB-Ex9-R S“CTTGTGTCCTCTCCCTCCAC-3'
EPHB-Ex10-F S"TAGATAGGAGCCACCACACCC-3
EPHB-Ex10-R 5-CCACCTGCCTGGGTGCTA-3'
EPHB-Ex11-F 5-CACACCTCGCCAAACTCAC-3
EPHB-Ex11-R 5-AGGGGTTTGGGGCTAAAAG-3'
EPHB-Ex12-F S-AGAGGAAAAGGCTGGAGGAG-3'
EPHB-Ex12-R 5"TGAAGAGGTGATTGGTGCAG-3'
EPHB-Ex13-F S-CTTCCTGGAGCTGACTGTCC-3'
EPHB-Ex13-R 5-CTGGGCGACAGAACAAGAC-3'
EPHB-Ex14-F 5-GCTGGGATTACAGGCTTGAG-3'
EPHB-Ex14-R 5-AACCTGGGCAAACAGAGTTG-3'
EPHB-Ex15-F S-ATGGGGAGGAATGCTGAGTA-3'
EPHB-Ex15-R 5-AGGAGGATTCCTGGATCTGTT-3'
EPHB-Ex16-F 5-GCAGTGCAAGAAGACAGCAT-3'
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EPHB-Ex16-R 5-CAGAAGTGTCCGTTCATTGG-3'

EPHB-Ex17-F 5'-CCCAAATCCTGTCTCTCCAA-3'
EPHB-Ex17-R 5'-ATGGCTGCCCAGCTCTTA-3"-3'
Primers for real time PCR of EPHB4

EPHB-Ex2-F 5'-GAGAAGGGCTCAGACGACAC-3'
EPHB-Ex2-R 5'-GCAGAAGAGGCCAGAAATCA-3'
EPEx-5Fq 5'-GGCTGGCAGGACCCTTCT-3'
EPEx-5Rq 5S-TTTGATGAATGCTTTCTCTCTCTCA-3'
EPEx-9Fq 5'-CCATCAACTGAGGGCTTCCA-3'
EPEx-9Rq 5'-CGCAGTTCTCTGCCTCAGGTA-3'
EPEx-10Fq 5'-AAGCCCCTATTCCCATCAAATT-3'
EPEx-10Rq 5'-GGACAAACACGGACAGTATCTCAT-3'
EPEx-11Fq 5'-CCACCCCCGCTTCGTT-3'

EPEx-11Rq 5'-TACGTCAAGATTGAAGAGGTGATTG-3'
EPEx-12Fq 5'-GGCACACCTCGCCAAACT-3'
EPEx-12Rq 5'-CTGGAGCGGGAGAGCTGAT-3'
EPEx-13Fq 5'-CACGAGCTGGATGACTGTGAA-3'
EPEx-13Rq 5'-CAAGCCCCCACCCTATCTG-3'
EPHB-Ex16-F 5'-GCAGTGCAAGAAGACAGCAT-3'
EPHB-Ex16-R 5'-CAGAAGTGTCCGTTCATTGG-3'
Primers for real time PCR of human albumin (4LB)

ALB-12Fq 5-TGTTGCATGAGAAAACGCCA-3
ALB-12Rq 5'-GTCGCCTGTTCACCAAGGAT-3'

Primers for RT-PCR of human EPHB4
EPHB-Ex12-15-F 5-TGCCCGTCATGATTCTCACA-3'
EPHB-Ex12-15-R 5'-CATGAGCTGGTGGAGGGAG-3'
Primers for RT-PCR of human p-actin

b-Actin-F 5'-GCCAGGTCATCACCATTGG-3'

b-Actin-R 5'-AGGACTCCATGCCCAGGAA-3'

Zebrafish oligonucleotides

EphB4a (splice) 5’-CTGGAAAACACACACGAGAGATAGA-3’

Smis-EPHB4a (splice) 5’-CTGcAAAAgAgACACCcACAGATAGA-3’
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Table S1. Sequences of Primers

Designation

Primer sequences (5'-3")

1- Detection of GLDN mutation

Family 1
GLDN718-F 5’-TGGCCAGGAAACATCCCAAA-3’
GLDN718-R 5’-AGCATTAAATGGCCATCTTCCC-3".
GLDN736-F 5°-TCCCTCCCCTTTCCTTCCC-3"
GLDN736-R 5’-GGACAAAACCCTCCTCCCTC-3"
Family 2
GldnEx1A-F 5’-GCCACCACTACTGTCCCC-3’
GldnEx1A-R 5’-GCTCAACTCGGCCAGGAA-3°
Family 3
GldnEx4-F 5’-CTCTGCCATCACCATCCCC-3’
GldnEx4-R 5’-GTGGGACCAAGAAGTATACCCT-3".
GldnEx10A-F 5’-CTCACAGCATTGCCCAAGG-3’
GldnEx10A-R 5’-ACCCTCATATCTTTGGTGTCTGT-3".
Family 4
GldnEx10A-F 5’-CTCACAGCATTGCCCAAGG-3’
GldnEx10A-R 5’-ACCCTCATATCTTTGGTGTCTGT-3".

2- Long Range RT-PCR amplification

of GLDN transcripts

GLDN-Ex1Fq

5’-CCGCACCACCCCAAGA-3’

GLDN-Ex10Rq

5’-CGTGTTGCACCACTGAGAATGT-3’
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Mutations in GLDN encoding gliomedin, a critical component of nodes of Ranvier,

are responsible for lethal arthrogryposis
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Arthrogryposis multiplex congenita (AMC) is a developmental condition
characterized by multiple joint contractures resulting from reduced or absent fetal
movements. Whole or targeted exome sequencing in four unrelated families with
lethal AMC allowed the identification of biallelic mutations in GLDN encoding
gliomedin, a secreted cell adhesion molecule involved in the formation of nodes of
Ranvier. The GLDN mutations abolish the cell surface expression of gliomedin but
also the interaction with its axonal partner, neurofascin-186 (NF186) in a cell-based
assay. The axoglial contact between gliomedin and NF186 is essential for the initial
clustering of Na+ channels at developing nodes. Our paper adds to the recent report
of lethal arthrogryposis caused by mutations in CNTNAPI encoding CASPR-1, a
paranodal component also involved in node formation. These results indicate a major
role of these proteins in the development of peripheral nervous system in humans.
These inherited nodopathies represent a novel disease entity among peripheral

neuropathies.

Arthrogryposis multiplex congenita (AMC) is a group of clinical conditions
presenting with multiple joint contractures. AMC has an overall incidence of 1 in 3000'2.
Isolated AMC are the direct consequence of reduced or absent fetal movement. They are
clinically heterogeneous and arise as a result of mutations in genes encoding components
required for the formation or the function of the neuromuscular junction, the skeletal
muscle, the survival of motor neurons or myelination of peripheral nerve’. However, many
patients remain without a genetic diagnosis suggesting the involvement of other pathogenic
mechanisms.

Here, we further explored genetic alterations in a group of undiagnosed AMC
families. The parents of all affected individuals provided written informed consents for

genetic analyses of their children or fetuses and themselves in accordance with the ethical
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standards of our institutional review boards. In family 1, two affected fetuses were born
from non consanguineous healthy parents. Based on ultrasound examination, the first fetus
displayed akinesia associated with polyhydramnios from 32 weeks of gestation (w.g.).
Fetal death occurred at 33 w.g. Fetopathological examination revealed marked extension of
lower limbs associated with extension of handles and pulmonary hypoplasia
(Supplementary Fig. S1). For the second fetus, ultrasound examination revealed identical
phenotype and the pregnancy was terminated at 33 w.g. Karyotype, SMNI, DMPK
analyses were normal. Histological examination of the spinal cord and skeletal muscle was
normal. Combining genetic mapping of disease loci under the hypothesis of autosomal
recessive inheritance and whole exome sequencing, compound heterozygous mutations
were identified in GLDN (Fig. 1la). An heterozygous frameshift deletion
(NM_181789.2:¢.758delC) resulting in premature stop codon (p.Pro253Leufs*51) was
identified. This variant was not annotated in the 1000Genomes or ExAC Browser
databases. The second mutation was a missense mutation (NM_181789.2:¢.1423G>C)
predicted to be pathogenic with a high score (p.Ala475Pro; Polyphen-2 score of 1). This
mutation is annotated in dbSNP146 (rs764239923) with a very low minor allele frequency
(MAF) in ExAC database (0.00000824). Both mutations were confirmed by Sanger
sequencing in both fetuses and were allelic (Fig. 1a and Supplementary Fig. S2 and Table
S1). Transmission Electron Microscopy of the sciatic nerve from the index case revealed a
reduced number of myelinated fibers. In a comparable field of view (5000 um?), 47 axons
were myelinated as compared to 77 in two age-matched control fetuses (Fig. 2). The nodal
length was significantly increased at 5.96 +/- 2.33 um in the patient when compared to
1.12 +/- 0.98 pm in the control fetus (Fig. 2).

Targeted exome sequencing was performed on the DNA sample of additional
affected individuals with arthrogryposis and/or reduced fetal mobility of unknown origin

(n=106) and allowed for the identification of three additional families carrying mutations
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in GLDN. In family 2, the patient was born at 30 w.g. with marked polyhydramnios,
intrauterine growth retardation and AMC characterized by retraction of elbows, extension
of knees, camptodactyly and retrognathia. Ultrasound examinations performed at 14 and
23 w.g. were normal. The male neonate boy died at day 1. He was born from
consanguineous parents. Combining homozygosity by descent using 250K SNP microarray
and targeted exome sequencing, homozygous missense mutation in GLDN
(NM_181789.2:c.95C>A; p.Ala32Glu) predicted to be pathogenic with a score of 0.8
(Polyphen-2) was identified (Fig. la). This mutation is annotated in dbSNP146
(rs779432560) with a very low MAF in ExAC database (0.00002829). The mutation was
confirmed by Sanger sequencing and both parents were heterozygous carriers (Fig. la,
Supplementary Fig. S2 and Table S1). In family 3, two affected fetuses were born from
non consanguineous healthy parents. The first patient died at day 1 with akinesia,
polyhydramnios and AMC involving fingers, wrists, thumbs, knees and pulmonary
hypoplasia. Ultrasound examinations during pregnancy were normal at 22 w.g. then
detected a marked polyhydramnios at 28 w.g. with bilateral flexion of fingers. Karyotype,
SMN1, DMPK analyses were normal. Pathological examination of brain and spinal cord
was normal. For the second male fetus, ultrasound examinations at 12 and 22 w.g. were
normal. At 31 w.g., ultrasound examination revealed a similar abnormal phenotype
characterized by polyhydramnios, marked extension of lower limbs associated with flexion
of fingers and marked reduced mobility. The pregnancy was terminated at 31 w.g. and fetal
examination confirmed AMC associated with microretrognathia and pulmonary hypoplasia.
Targeted exome sequencing was performed on the DNA sample of the first affected
individual and identified compound heterozygous mutations in GLDN (Fig. la): an
heterozygous stop gained mutation (NM_181789.2:¢.1240C>T: p.Arg414*) annotated in
dbSNP146 (rs539703340) with a very low MAF in both 1000g (0.0002) and ExAC

databases (0.000008) and a splice donor mutation (NM 181789.2:¢.541+1G>A) not
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annotated in the same databases. Both mutations were confirmed by Sanger sequencing in
both fetuses and were allelic (Fig. la and Supplementary Fig. S2 and Table S1).
Sequencing of RT-PCR products of GLDN from muscle RNA of patient II:1 revealed the
stop gained mutation only, indicating that the allelic splice donor mutation leads to either a
retention of large intronic sequence or instability of the corresponding transcript (Fig. 1b).
In family 4, the patient was born from consanguineous parents. Ultrasound examinations
performed at 13 and 21 w.g. were normal. At 27 w.g., ultrasound examination revealed
reduced fetal mobility with marked polyhydramnios and at 29 w.g. fetal immobility.
Karyotype, SMNI, DMPK analyses were normal. Pregnancy was terminated at 30 w.g.
Fetopathological examination revealed distal arthrogryposis of hands, bilateral clubfoot
and pulmonary hypoplasia. Pathological examination of brain and spinal cord was normal.
Targeted exome sequencing was performed on the DNA sample of the affected individual
and identified homozygous stop gained mutation in GLDN (NM_181789.2:¢.1435C>T:
p.Argd79%). The mutation is annotated in dbSNP146 (rs368085516) with a very low MAF
in ExAC database (0.00001647). The mutation was confirmed by Sanger sequencing and
both parents were heterozygous carriers (Fig. 1a, Supplementary Fig. S2 and Table S1).
The Ala475Pro mutation found in family 1 is located within the olfactomedin
domain (aa 300-550, Fig. 1c) of gliomedin*. Pro253Leufs*51, Arg414* and Arg479*
mutations found in families 1, 3 and 4 respectively, are also suspected to affect this domain.
The olfactomedin domain mediates the interaction between gliomedin and NrCAM and
neurofascin-186 (NF186), two cell adhesion molecules expressed at the nodes of Ranvier*”.
These mutations may thus impact the formation of the NrCAM/NF186/gliomedin complex
at nodes. In family 2, the Ala32Glu mutation is localized within the transmembrane
domain of gliomedin (aa 16-38, Fig. 1¢)*®. Gliomedin exists as a transmembrane and a
secreted form, and this latter form only is found at nodes*°. However, mutations within the

transmembrane domain may affect gliomedin secretion. To determine whether these
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mutations had deleterious effects on gliomedin surface expression and NF186 binding, a
myc tag epitope was inserted at the extracellular C-terminus of wild type (WT) and mutant
Ala32Glu, Ala475Pro or Pro253Leufs*51 gliomedin constructs. These constructs were
then transfected in CHO cells and living cells were incubated with anti-myc antibodies to
detect surface gliomedin or incubated with soluble NF186 (NF186-Fc). An antibody to
myc tag was then used to reveal the total WT and mutant gliomedin after fixation and
permeabilization. WT gliomedin was readily expressed at the cell surface (Fig. 3) and
bound NF186-Fc (Fig. 4). In contrast, Ala32Glu, Ala475Pro or Pro253Leufs*51 gliomedin
mutations strongly affected the surface expression of gliomedin (Fig. 3) and resulted in the
loss of NF186-Fc binding to cells (Fig. 4). These data indicate that GLDN mutations found
in patients had major deleterious effect on gliomedin transport to the cell surface and its
binding to NF186. The p.Arg414* and p.Arg479* mutations identified in families 3 and 4,
respectively are located within the olfactomedin domain and are expected to lead to similar
defective effects.

In the peripheral nervous system (PNS), the axoglial contact mediated by the binding
of glial gliomedin and NrCAM to axonal NF186 is crucial for the initial clustering of
voltage-gated Na+ channels at nodes of Ranvier*®. The concentration of these channels
allows saltatory conduction along myelinated axons. In the mature nerve, the secreted form
of gliomedin is localized at the node of Ranvier and maintains the position of the Schwann
cell microvilli towards the nodal axolemma*®. Here, our approach allowed the
identification of GLDN mutations in four unrelated families with severe hypokinesia with
AMC. The p.Ala475Pro and p.Pro253Leufs*51 mutations both affected the olfactomedin
domain of gliomedin and resulted in defects in surface expression and interaction with
NF186. This suggested that the patients carrying these mutations on both alleles may
exhibit alterations of the axoglial contact at nodes. In keeping, one of these patients

showed important node lengthening and myelination defect in the sciatic nerve.
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Interestingly, the p.Ala32Glu mutation resulted also in defects in surface expression of
gliomedin and may thus affect its aggregation at nodes. Surprisingly, mice carrying
homozygous deletion of exons 9 and 10 of Gldn, which encode for the olfactomedin
domain of gliomedin, display no overt neurological abnormalities®. The mutations found in
patients may have stronger effects by impacting on the gliomedin/NrCAM/NF186 complex.
Indeed, mutant gliomedin proteins may affect the expression or transport of glial partner
proteins. Our data adds to the recent report of four unrelated AMC families showing
homozygous frameshift mutations in CNTNAPI°. Patients showed a marked reduction in
motor nerve conduction velocity and severe abnormalities of myelination and node
lengthening. CNTNAPI encodes CASPR-1, an essential component of the paranodal
axoglial junction composed by Caspr-1/Contactin-1/neurofascin-155 (NF155). This
junction is believed to form a barrier to the lateral diffusion of nodal Na" channels!'®!!,
Altogether, these results indicate that mutations of GLDN or CNTNAPI encoding essential
components of the nodes of Ranvier and paranode, respectively lead to severe

developmental defect of the PNS leading to reduced fetal mobility and AMC. These

inherited nodopathies represent a novel disease entity among peripheral neuropathies.
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METHODS

Methods and any associated references are available in the online version of the paper.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Mutations identified in GLDN in AMC families.

(a) Pedigrees for families 1, 2, 3 and 4 are shown. Arrows indicate mutant nucleotide
positions. The patients carry either compound heterozygous (families 1 and 3) or
homozygous mutations (families 2 and 4). The nucleotide and amino acid changes based
on NM 181789.2 and NP _861454.2 reference sequences respectively are indicated. Open
symbols: unaffected; filled symbols: affected. (b) Sequencing of RT-PCR product from
RNA of family 3’s patient II:1 (P) and control (C). Patient sequence revealed the stop
gained mutation only indicating that the allelic splice donor mutation leads to loss of the
corresponding transcript. (c) Location of mutations relative to the predicted protein

domains of gliomedin.

Figure 2: TEM analysis of nerve in patient II:1 of family 1 carrying deleterious
GLDN mutations.

(a) Longitudinal section of sciatic nerve of the affected fetus displaying increased length of
the node of Ranvier by comparison with an age matched control the same age (33 w.g., b).

Scale bars: 3um. a and b: OM x 3900.

Figure 3: Mutations in GLDN affect the surface expression of the protein.

CHO cells transfected with myc-tagged human gliomedin (hGLDN) were incubated with
mouse antibodies against myc before fixation to label surface myc (red), and after fixation
and permeabilization to label total myc (green). Nuclei are stained with DAPI (blue). WT
gliomedin (a) is readily expressed at the cell surface. By contrast, p.A32G (b), p.A475P
(c), and p.P253Lfs*51 (d) mutations strongly impacted the surface expression of

gliomedin. Scale bars: 10 pm.
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Figure 4: NF186 binding is disrupted by GLDN mutations.

CHO cells transfected with myc-tagged human gliomedin (hGLDN, green) were incubated
with NF186-Fc (red). Nuclei are stained with DAPI (blue). NF186-Fc bound to cells
transfected with WT gliomedin (a), but did not bind to p.A32G (b), p.A475P (c), or

p.P253Lfs*51 (d) mutants. Scale bars: 10 pm.
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ONLINE METHODS

Mutations in GLDN encoding gliomedin, a critical component of nodes of Ranvier,

are responsible for lethal arthrogryposis. Maluenda J. et al.

Genetic mapping of disease loci was performed in families 1 and 2 using Affymetrix
GeneChip Human Mapping 250K microarray. Multipoint linkage analysis or
homozygosity by descent of SNP data was performed using the Alohomora'? and Merlin

softwares!?.

Whole exome sequencing (WES) was performed from DNA of the index case (family 1)
using the Exome Capture Agilent SureSelect XT V5 kit for library preparation and exome
enrichment as previously described!*. Each library was sequenced using TruSeq SBS Kit
v3-HS (Illumina, Inc), in paired-end mode with a read length of 2x100bp. On average 65x
median coverage for each sample was generated in a fraction of a sequencing lane on
HiSeq2000 following the manufacturer’s protocol. Images analysis, base calling and
quality scoring of the run were processed using the manufacturer’s software Real Time
Analysis (RTA 1.13.48, HCS 1.5.15.1) and followed by generation of FASTQ sequence

files by CASAVA.

Targeted exome sequencing was performed using the Agilent SureSelectXT Custom kit
(targeting 500 Kb including all known AMC genes and candidate genes including GLDN)
for library preparation and exome enrichment. Sequencing was performed on an Illumina
MiSeq System using paired-end 150bp reads and following Illumina’s protocol using the

MiSeq Reagent Micro Kit, v2. The average of the median coverage was 92.
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Bioinformatics analysis: Reads from either whole or targeted exome sequencing were
aligned to the human reference genome sequence (UCSC hgl9, NCBI build 37.3) via the
BWA program!®. Variants were selected using the SAMtools!'® then annotated using
Annovar softwares!”. Variants in coding regions (including non-synonymous and nonsense
mutations), intron-exon junctions or short coding insertions or deletions were selected
when the MAF was less than 0.0030. Variants mapping to the candidate loci as determined
by linkage analysis were selected. Prediction of pathogenicity of non-synonymous or splice

mutations was performed using the Polyphen-2'® and Human splicing finder respectively!.

Sanger sequencing. PCR amplification was carried out using 1.5 mM MgCl2, 0.6 U DNA
Polymerase, 0.25 uM each primer and 50 ng DNA. The primers used for the detection of
mutations are described in Supplementary Table S1. After an initial cycle of denaturation
at 94°C for 5 min, 30 cycles were performed consisting in denaturation at 94°C for 30 sec,
annealing at 60°C for 1 min and extension at 72°C for 1min, and final extension 7 min at
72°C, on an ABI9700 Thermal Cycler. PCR products were then purified and sequenced
using the forward or reverse primers (Eurofins). The obtained DNA sequences were

compared with published sequences (BLAST, NCBI).

Reverse Transcription-PCR Amplification. Total RNAs were extracted by using TRI
Reagent LS method (Sigma-Aldrich). RT-PCR analysis was performed from RNA after
reverse transcription (SuperScript III Reverse Transcriptase, Thermofisher). Five ug RNA
were used to synthesize cDNA by using random hexamers following the manufacturer’s
manual in a final volume of 20 pL. Long range PCR amplification was carried out using

Advantage GC Genomic LA polymerase (Clontech). Sanger sequencing was performed
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from the RT-PCR products using primers GLDN-Ex1Fq and GLDN-Ex10Rq

(Supplementary Table S1).

Transmission Electron Microscopy

Nerve ultrastructural studies were carried out according to standardized protocols. Briefly,
tissue samples were fixed in a 2% glutaraldehyde fixative solution, post-fixed with osmium
tetroxide, and embedded in resin epoxy. Semi-thin sections were stained with toluidine
blue. Ultra-thin sections were contrasted with uranyl acetate and lead citrate, and examined

under a PHILIPS CM10 transmission electron microscope.

Constructs

Human gliomedin (NM_181789.2) was amplified by PCR from a human placental cDNA
library and sub-cloned into pcDNA3.1 (Thermofisher) at Kpnl and Xbal sites and a myc
tag epitope was inserted at the extracellular C-terminus. Mutations found in patients
(NM_181789.2:¢.1423G>C, c¢.758delC, c.95C>A) were inserted into cDNA using
PrimeSTAR HS DNA polymerase (Clontech). All constructions were sequenced through
the entire coding region and verified by western blots and immunolabelling. The
extracellular domain of NF186 (NF186-Fc) fused to human IgG Fc was expressed in
human embryonic kidney cells, and purified with Protein A-Sepharose beads (Sigma-

Aldrich).

Cell-binding assay

Chinese hamster ovary cells were plated onto poly-L-lysine coated glass coverslips in 24-
well plates at a density of 50,000 cells/wells and were transiently transfected with
gliomedin constructs using JetPEI (Polyplus-transfection). The day after, cells were

incubated with serum free Opti-MEM medium (Thermofisher) for 24 hours. For binding
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experiments, 1 pg of NF186-Fc was pre-incubated with Alexa 594 conjugated donkey anti-
human IgG (1/100; Jackson ImmunoResearch) in Opti-MEM for 30 min. For surface
expression, mouse monoclonal antibodies against Myc (1:50; Roche) was pre-incubated
with Alexa 594 conjugated donkey anti-mouse IgG (1/100; Jackson ImmunoResearch) in
Opti-MEM for 30 min. Living cells were then incubated for 20 min at 37°C with these
mixtures. Cells were washed three times in PBS, fixed with 2% paraformaldehyde in 0.1 M
PBS for 20 min, rinsed in PBS, and permeabilized with 5% fish skin gelatin containing 0.1%
Triton X-100 in PBS for 30 min at room temperature. Cells were then incubated for 1 hour
with mouse monoclonal antibodies against Myc (1/500; Roche). The cells were then
washed and revealed with Alexa 488 conjugated donkey anti-mouse antibodies (1/500;
Jackson ImmunoResearch). Cells were stained with DAPI, mounted with Mowiol plus 2%
DABCO, and examined using an ApoTome fluorescence microscope (Carl Zeiss

Microlmaging GmbH). Digital images were manipulated into figures with CorelDraw.
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SUPPLEMENTAL DATA

Figure S1: X-ray of affected individual II:1 of family 1 revealed marked extension of lower

limbs associated with extension of handles and anomalies of the thoracic spine. L: left; R: right
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Figure S2: Sanger sequencing of mutations identified in GLDN in AMC families. Pedigrees
for families 1 (A). 2 (B) and 3 (D) and 4 (C) are shown. Arrows indicate mutant nucleotide
positions. The nucleotide changes based on NM_181789.2 reference sequence are indicated.

Open symbols: unaffected; filled symbols: affected.
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Fig. S3: Protein levels of GLDN mutants. Cell lysates were prepared from CHO cells
transiently transfected with myc-tagged human WT and mutant gliomedin (hGLDN). Cells
were solubilized in 1% Triton X-100, 140 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 7.4 containing
protease inhibitors (2 mM EDTA, 1 pg/ml Leupeptin, 1 pg/ml Aprotinin, and 0.5 mM
Phenylmethylsulfonyl Fluoride, Sigma-Aldrich), agitated on ice for 15 min, then centrifuged at
18,900 X g for 30 min. The supernatants were saved and the protein concentrations were
determined using the BCA kit (Sigma-Aldrich). 100 ng (WT. p.Ala32Glu, and p.Ala475Pro)
and 25 pg (p.Pro253Leufs*51) of proteins were denatured in SDS sample buffer for 2 min at
90°C. then separated on 7.5% SDS-PAGE gels and transferred onto nitrocellulose membranes.
The membranes were blocked for 1 hour using 5% powdered skim milk in PBS with 0.5%
Tween-20 and incubated with a mouse monoclonal antibody Myc (1/1,000: Roche), or a rabbit
antiserum against actin as a loading control (1/2,000: Sigma-Aldrich). After several washes,
blots were incubated with the appropriate peroxidase-coupled secondary antibodies (1/5.000:

Jackson ImmunoResearch) for 1 hour and washed several times. Immunoreactivity was
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revealed using the BM chemiluminescence kit (Roche) and visualized on a G:BOX gel imaging
and analysis system (Syngene). Protein levels were normal for p.Ala475Pro and decreased for
p-Ala32Glu variants. By contrast, the protein level of hGldn bearing the p.Pro253Leufs*51
variant were 10 fold higher than those of WT, and appeared at a lower molecular weight as

expected. Molecular weight markers are shown on the left (in kDa).
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Table S1. Sequences of Primers

Designation

Primer sequences (5'-3")

1- Detection of GLDN mutation

Family 1
GLDN718-F 5’-TGGCCAGGAAACATCCCAAA-3’
GLDN718-R 5’-AGCATTAAATGGCCATCTTCCC-3".
GLDN736-F 5°-TCCCTCCCCTTTCCTTCCC-3"
GLDN736-R 5’-GGACAAAACCCTCCTCCCTC-3"
Family 2
GldnEx1A-F 5’-GCCACCACTACTGTCCCC-3’
GldnEx1A-R 5’-GCTCAACTCGGCCAGGAA-3°
Family 3
GldnEx4-F 5’-CTCTGCCATCACCATCCCC-3’
GldnEx4-R 5’-GTGGGACCAAGAAGTATACCCT-3".
GldnEx10A-F 5’-CTCACAGCATTGCCCAAGG-3’
GldnEx10A-R 5’-ACCCTCATATCTTTGGTGTCTGT-3".
Family 4
GldnEx10A-F 5’-CTCACAGCATTGCCCAAGG-3’
GldnEx10A-R 5’-ACCCTCATATCTTTGGTGTCTGT-3".

2- Long Range RT-PCR amplification

of GLDN transcripts

GLDN-Ex1Fq

5’-CCGCACCACCCCAAGA-3’

GLDN-Ex10Rq

5’-CGTGTTGCACCACTGAGAATGT-3’
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phénotype vasculaire observé est la
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L'ensemble de ces données indique qu’'EPHB4
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de patients atteints d’'une MAVG, comme chez
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pathogéniques d’'EPHB4 chez des patients
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Abstract: Vein of Galen aneurysmal
malformation (VGAM) is one of the most
common fetal brain vascular malformations.
We conducted whole exome sequencing in 19
unrelated VGAM patients and subsequently
screened candidate gene in a cohort of 32
additional patients. We found 5 affected
individuals with heterozygous mutations in
EPHB4 including de novo frameshift or
inherited deleterious splice or missense
mutations predicted to be pathogenic by in
silico tools. Knockdown of EPHB4 in zebrafish
embryos leads to specific anomalies of dorsal
cranial vessels including dorsal longitudinal
vein, the ortholog of the median
prosencephalic vein, the embryonic precursor
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demonstrate EPHB4 loss of function mutations
in VGAM by the ability to rescue the brain
vascular defect in knockdown zebrafish co-
injected with wild type but not truncated
EPHB4 mimicking the frameshift mutation. Our
data showed that in both species, loss of
function mutations of EPHB4 result in specific
and similar brain vascular development
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careful follow up of pregnancy of carriers for
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