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INTRODUCTION



La maladie de Parkinson (MP) est la deuxieéme maladie neuro-dégénérative la plus
fréquente apres la maladie d’Alzheimer, avec une prévalence qui augmente avec 1’age. La
forme idiopathique de cette maladie débute en moyenne vers 60 ans. Toutefois, prés de 10%
des patients développent leurs premiers symptomes avant 1’age de 40 ans. La présence de
plusieurs cas familiaux avec un age de début de la maladie trés précoce a permis d’identifier
plusieurs loci mendéliens liés aux formes héréditaires autosomiques récessives et dominantes
de la MP. Cependant, chez prés de 50% des formes familiales et plus de 80% des formes
sporadiques avec un début de maladie précoce, aucune mutation dans ces génes connus n’a
été détectée, suggérant une hétérogénéité génétique avec I’implication probable de plusieurs
autres génes. L’identification de ces nouveaux genes associés aux formes monogéniques de la
MP, est beaucoup plus pertinente dans les formes consanguines provenant d’une population
de méme origine géographique, supposée génétiquement homogene.

En Tunisie, la prévalence des troubles neuro-dégénératifs, y compris la MP, est plus
¢levée que dans la plupart des autres pays. Dans cette région, les grands pedigrees, les faibles
taux de migration et les taux ¢élevés de consanguinité, augmentent le risque des maladies
autosomiques récessives. Cette particularit¢é fait de ce pays une source potentielle de
recrutement des formes monogéniques de la MP, facilite 1’établissement des corrélations
génotype-phénotype et I’identification des nouveaux génes impliqués.

La collaboration dans le cadre d’un projet CMCU-PHC UTIQUE entre le
Laboratoire de Recherche Neurogénétique Maladie de Parkinson et Maladie Cérébro-
Vasculaire auC.H.U Habib Bourguiba Sfax et I’Institut de cerveau et de la moelle épiniere,
Paris, France nous a permis d’entamer 1’é¢tude clinique et génétique de la maladie de
Parkinson dans la population Tunisienne. Ainsi, nous avons recruté 250 patients atteints de la
MP et suivis dans le service de Neurologie. Cela est dans [’objectif d’étudier les

caractéristiques épidémiologiques, cliniques et génétiques du parkinsonisme Tunisien.



Objectifs

L’objectif général des travaux présentés dans cette thése était d’étudier la structure
génétique de la maladie de Parkinson en Tunisie & partir d’'une cohorte de 250 patients.Ces
patients sont tous d’origine Tunisienne et ont été recrutés de maniére aléatoire par le service
de Neurologie du C.H.U Habib Bourguiba de Sfax et le service de Neurologie du C.H.U
Razide La Manouba.

Le premier volet de ce projet consistait acribler les 22 génes connus dans la MP et pratiquer
I’analyse bio-informatique et fonctionnelle des nouvelles mutations identifiées.

Vu la fréquence importante dans notre cohorte des patients porteurs de la mutation p.G2019S
du géne LRRK2,le deuxiéme objectif de nos travaux était de mieux caractériser le phénotype
clinique associé a cette mutation et 1’établir des corrélations génotype phénotype. Les résultats
de cette étude ont une importance majeure concernant le pronostic pour ces formes et peut
influencer la prise en charge médicale.

Comme la sévérité ? du phénotype et 1’age de début de la MP chez les porteurs de cette
mutation étaient relativement différents d’un patient a un autre, notre troisiéme objectifa
étél’identificationdes facteurs génétiques qui peuvent influencer la varaiabilité d’expression
de cette mutation. Nous nous sommes intéressés aussi a la recherche d’effet fondateur et de
I”’origine ethnique des deux mutations les plus fréquentes dans notre population (LRRK2-
p.G2019S et PINKI1- p.Q456*) dans le but d’étudier 1’effet de I’origine et 1’histoire de la
population Tunisienne sur la structure génétique de la maladie de Parkinson.Enfin, la derniere
partie du projet avait pour objectif d’identifier de nouveaux genes responsables de MPpar
exomesequencing chez des patients consanguins ayant un age de début de la maladie inférieur

a 40 ans.
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A. La maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson (MP) a été¢ décrite pour la premicre fois en 1817 par "James
Parkinson" initialement comme «une paralysie tremblante » dans sa monographie intitulée
«An essay on the shaking palsy» a propos de 6 cas [1]. James Parkinson a donné les
caractéristiques du tremblement de repos, des anomalies de la posture et de la marche, de la
paralysie et de la diminution de la force musculaire, ainsi que la manieére dont la maladie
évolue au cours du temps. En 1868, c'est avec les médecins "Armand Trousseau" et "Alfred
Vulpianque", que "Jean-Martin Charcot" formalise la triade classique des symptomes de la
maladie : la rigidit¢ musculaire, le tremblement de repos, la rareté et la lenteur des
mouvements (bradykinésie) [2]. En 1877, "Charcot" a critiqué le terme de paralysie qu’il

trouvait inapproprié et a proposé I’appellation de « maladie de Parkinson» [3].

L. Epidémiologie de la maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson (MP) est la deuxiéme maladie neuro-dégénérative la plus fréquente
aprés la maladie d’Alzheimer [4]. Sa prévalence augmente avec 1’age et peut varier selon la
localisation géographique et le sexe [5, 6]. Avec une prévalence allant de 41 pour 100 000
dans la quatriéme décennie de la vie a plus de 1900 pour 100 000 dans les personnes de plus
de 80 ans [4, 5, 7]. En effet, la méta-analyse des données mondiales a montré une prévalence
croissante de la MP avec l'age (tous pour 100 000): 41 en 40 a 49 ans; 107 dans 50 a 59 ans;
173 dans 55 a 64 ans; 428 en 60 a 69 ans; 425 de 65 a 74 ans; 1087 en 70 a 79 ans; et 1903
chez les plus de 80 ans [5].

Le rapport d'incidence annuelle homme/femme, ajusté selon 1'age, variait d'environ 1 a 2, avec
une médiane de 1,5 [8, 9]. Cependant, il y avait une hétérogénéité dans ce rapport, avec un
ratio hommes/femmes plus élevé dans les populations plus dgées. Une différence significative
de la prévalence selon le sexe n'a été observée que pour les individus de 50 a 59 ans [5].
L'incidence est similaire chez les hommes et les femmes de moins de 50 ans (rapport M/F
<1,2), et elle est 1,6 fois plus élevée chez les hommes que chez les femmes de plus de 80 [10].
L'explication de ces observations est incertaine. L'interprétation la plus simpliste c’est qu'il
existe des effets potentiellement protecteurs de l'cestrogéne ou des effets nocifs de la
testostérone sur le développement de la MP. En fait les femmes atteintes de la MP étaient plus
susceptibles d'avoir subi une hystérectomie ou une ovariectomie que celles qui n'avaient pas

développé la MP, soutenant le role protecteur de I'cestrogéne [11, 12]. Toutefois, si



'cestrogeéne était la seule cause, le rapport hommes/femmes serait probablement plus élevé
dans les populations plus jeunes que dans les populations plus dgées. Une autre possibilité
relativement simpliste est qu'il existe un geéne de susceptibilité récessif sur le chromosome X,
ce qui confére un risque accru chez les hommes. D’une autre part, le mode de vie masculin
qui prédispose a d'autres expositions qui sont des facteurs de risque de la MP peut expliquer
aussi cette prédominance masculine.

Une différence significative a ¢été aussi observée dans la prévalence par localisation
géographique allant de 35,8/100 000 a 12 500/100 000 entre la chine, 1’Asie et 1’Europe [7].
Dans les pays du Golf, la prévalence varie entre 27 et 37/100 000 [13], alors qu’elle est
beaucoup moins en Afrique de Sud (7-20/100 000) [14, 15]. En Tunisie, cette prévalence
semble étre la plus élevée en Afrique et augmente jusqu’a 43/100 000 [16].

II. Manifestations cliniques

II.1. L’dge de début de la maladie

L’age de début (AAO) de la maladie est généralement entre 50 et 69 ans dans 51 % des cas ou
supérieur a 70 ans dans 39% des cas [17]. Par contre, 10-20% des patients sont touchés par les
premiers symptomes avant 50 ans. On parle alors de maladie de Parkinson a début précoce.
Dans de trés rares cas, le trouble apparait avant 20 ans ; c'est ce qu'on appelle la maladie de
Parkinson juvénile [17]. Pour ces cas, Le diagnostic clinique peut étre étayé par l'analyse

génétique et la recherche des causes héréditaires.
11.2. Les signes cliniques moteurs [18, 19]
11.2.1. Akinésie

L’akinésie est la difficulté d’initiation des mouvements volontaires mesurée par un temps de
réaction. Dans la MP, I’akinésie se combine au ralentissement des mouvements (bradykinésie)
et a la réduction de la mobilit¢ automatique et volontaire (hypokinésie). L’akinésie
parkinsonienne est caractérisée par le démarrage difficile de la marche avec de petits pas
associée a la perte du balancement d’un bras, le dos courbé en avant et le cou raide [20]. On
peut aussi observer une perte de la mimique gestuelle des membres supérieurs lors d’une
conversation. Le visage présente des traits figés, un regard fixe (rareté du clignement
palpébral) et peu expressifs (les sentiments ne s’expriment plus sur le visage). Au début de la
maladie, la voix peut étre altérée avec une parole monotone d’intensité plus faible. Ces pertes
poussent le parkinsonien a penser chacun de ses gestes. Au final, la réalisation simultanée de

deux actions différentes devient difficile. L'akinésie se remarque souvent précocement durant



I'écriture, qui devient de taille réduite (micrographie). Elle apparait de facon progressive des

années avant 1’apparition des autres signes moteurs de la maladie [21] (Figure 1).
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Figure 1. Micrographie d’un patient parkinsonien droitier agé de 58 ans publié par Ling et al. [47].
A : sous traitement, B : sans traitement.

11.2.2. Tremblement de repos

Dans 60 a 70% des cas, le signe initial de la MP est le tremblement de repos qui est
initialement ressenti comme une sensation de vibration interne puis devient visible et
manifeste. Suivant les cas, il peut apparaitre ou étre majoré en cas de stress, de fatigue, ou
d’une concentration mentale forte (calcul mental). Le tremblement est unilatéral au départ, ou
trés asymeétriques s’il est bilatéral. 11 débute classiquement a 1’extrémité distale du membre
supérieur mais peut apparaitre au niveau du pied ou de la téte (Ievres, machoire, langue). Ce
tremblement est présent au repos lorsque le segment de membre se retrouve en position de
relaichement musculaire complet. Il se produit sous forme d’oscillations rythmiques
régulieres de faible amplitude ayant un rythme lent (4 a 6 cycles par seconde). Par contre, il
disparait lors de I’exécution de mouvements volontaires pour réapparaitre quelques secondes.

11.2.3. Rigidité

La rigidité ou (hypertonie), est caractérisée par une résistance accrue a la mobilisation passive
des membres, généralement accompagné du phénomene de la "roue dentée". Elle peut étre au
niveau du cou, épaules, hanches ou aux niveaux des poignets et les chevilles. Ces membres
conservent a la fin du mouvement I’attitude exercée, ce qu’on appelle rigidité en « tuyau de
plomb ». Ceci a tendance a donner au patient une attitude fléchie et penchée en avant. La
rigidité parkinsonienne est de type plastique qui se renforce par les mouvements volontaires

du membre controlatéral (connu sous le nom de la manceuvre de Froment).



11.2.4. Instabilité posturale
L'instabilité posturale est due a la perte des réflexes posturaux est se manifeste généralement
au cours des derniers stades de la maladie. La longue période de latence avant 'apparition des
chutes différencie la MP d'autres troubles neurodégénératif. En effet la période moyenne de
I’apparition de la premiere chute est de 108 mois chez les patients parkinsoniens comparé a
16,8 et 42 mois, chez les patients avec paralysie supra-nucléaire progressive (PSP) et atrophie
multi-systématisée (MSA) respectivement [22]. Le test de traction, dans lequel le patient est
rapidement tiré vers l'arriére ou vers l'avant par les épaules, est utilisé pour évaluer le degré de
rétropulsion ou de propulsion, respectivement. Prendre plus que de deux pas en arriére ou
I'absence de toute réponse posturale indique une réponse posturale anormale. L'instabilité

posturale est la cause la plus fréquente des chutes.
11.2.5. Freezing

Le freezing, é¢galement appelée bloc moteur, correspond a une dyskinésie touchant le plus
souvent les jambes pendant la marche, mais les bras et les paupicres peuvent aussi étre
impliqués. Il se manifeste généralement comme une incapacité de bouger de fagon soudaine et
transitoire (habituellement, 10 s). Cela peut inclure une hésitation au début de la marche ou
I’interruption brutale de la marche dans des situations spécifiques. Bien que le freezing soit
une caractéristique moteur de la MP mais elle se produit seulement chez environ 47% des
patients [23]. Il se produit plus fréquemment chez les hommes que chez les femmes et moins

fréquemment chez les patients dont le symptome principal est le tremblement [23].
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Figure 2.Posture d’un patient parkinsonien indiquant les signes moteurs de la maladie [20].



I1.3. Les signes cliniques non-moteurs [24-26]
Avant que les symptomes moteurs apparaissent et que le diagnostic soit posé€, les patients
peuvent présenter divers symptomes pré-moteurs tels que les troubles de sommeil, 1’apathie,
la constipation, fatigue, troubles de mémoire, transpiration excessive, douleurs et troubles
sensorielles. Dans 60-70% des cas, ces symptdmes non-moteurs peuvent survenir jusqu'a des
stades trés précoces et méme deés 10 ans ou plus avant le diagnostic [27]. La dépression et
'anxiété peuvent également survenir longtemps avant que le diagnostic soit fait [28].
11.3.1. Les troubles neurovégétatifs ou dysautonomie

Les problémes neurovégétatifs affectent la vie quotidienne de plus de 50% des patients [29].
Ceux-ci résultent de I’extension des 1ésions aux niveaux du systeme nerveux central et post-
ganglionnaire périphérique [29]. Les fonctions les plus touchées sont les fonctions
cardiovasculaires, digestives, respiratoires et vésico-sphinctériennes avec pour conséquence
des handicaps et une altération de la qualité¢ de vie des patients et de leur entourage. Ces

troubles sont aggravés et majorés par les traitements antiparkinsoniens

11.3.1.1. Hypotension artérielle orthostatique

Hypotension artérielle orthostatique affecte entre 30-40% des patients parkinsoniens. Ceci est
défini comme la chute de la pression artérielle systolique d’au moins 20 mm Hg ou de la
pression artérielle diastole d’au moins 10 mm Hg lors d’un changement de position trop
rapide et du passage a la position orthostatique debout ou inclinaison verticale de la téte a au
moins 60 degrés pendant 3 minutes minimum [30]. Dans la MP, la chute de la pression
sanguine peut durer plusieurs minutes et peut entrainer des vertiges, les troubles visuels et la

cognition altérée qui peuvent précéder une perte de conscience [29].

11.3.1.2. Troubles gastro-intestinaux

Les troubles gastro-intestinaux sont fréquents et sont surtout représentés par des gastro-
parésies, des constipations et des troubles de la déglutition. Les patients peuvent également
éprouver des difficultés dans 1'évacuation rectale en raison de dysfonction du sphincter rectal.
Le retard de vidange ralentit de plus 1’absorption du traitement et donc nuit a son efficacité
[31]. L’autopsie chez les patients parkinsoniens a montré la présence des corps de lewy,
caractéristique de la MP, dans les neurones entériques le long du tractus gastro-intestinal, de
l',esophage au colon [32]. La constipation est le trouble gastro-intestinaux le plus fréquent qui

touche entre 70-80% des cas [33] et peut procéder les symptdmes moteurs [34].



11.3.1.3. Les troubles vésico-sphinctériens

Ces troubles sont présents chez environ 25-50% des cas [35] et ils marquent généralement une
évolution dans la sévérité de la MP [36]. IIs sont provoqués par des perturbations des
mécanismes de la miction contrdlés par le systeme nerveux. L hyperactivité du détrusor est
l'anomalie urodynamique la plus fréquente, produisant le besoin urgent et fréquent d'avoir a
vider sa vessie, accompagné d'une incontinence d'urine (le patient est incapable de se retenir

et d'arriver aux toilettes a temps) [29].

11.3.1.4. Autres troubles neurovégétatifs

L’hyperhidrose (transpiration excessive) est plus fréquente chez les patients qui présentent des
fluctuations moteurs (dyskinésie), mais ne semble pas corréler avec la durée de la maladie
[37]. Il peut également y avoir des symptomes dermatologiques tels que la kératose
séborrhéique dermatologique faciale qui sont des tumeurs épithéliales bénignes. Aussi
I’hyperséborrhée qui est fréquente au niveau du cuir chevelu, du cou et de la face a été
rapporté chez 18,6% des patients [38]. D’autre part, la sécrétion salivaire semble étre réduite
chez les patients malgré que les problémes fréquents du stade avancé de la MP est
I’hypersialorrhée. L’hypersialorrhée est due a une diminution des mouvements automatiques
de déglutition, une incontinence labiale [39].

11.3.2. Les troubles sexuels

Les troubles sexuels sont peu mentionnés durant les consultations et de fait sous-estimés et ils
sont moins étudiés. Par contre plus de 79% des hommes atteints par la MP présentent une
altération de la fonction sexuelle, notamment une dysfonction érectile, des problémes
d'¢jaculation et des difficultés a atteindre 1'orgasme [40]. Alors que chez les femmes c¢a
engendre un désir sexuel faible et une difficult¢ avec l'excitation et l'orgasme [40]. La
sexualité chez le Parkinsonien est génée par les syndromes extrapyramidaux (tremblement,
akinésie, hypertonie, mouvements involontaires).

11.3.3. Les troubles du sommeil

Les troubles du sommeil et de la vigilance affectent 70% des patients atteints de la MP [41].
La prévalence de ces troubles augmente avec la durée de la maladie [42]. Ces troubles sont
da a I’affection des structures anatomique et les neurotransmetteurs centraux qui modulent le
cycle de sommeil physiologique aussi bien que I’effet secondaire de certains traitement
parkinsonien [43]. Dans la majorité des cas, les troubles de sommeil s’expriment sous la
forme d’une insomnie incluant la fragmentation du sommeil, 1'éveil fréquent et prolongé, le

trouble du comportement en sommeil paradoxal, les mouvements périodiques des membres, le



syndrome des jambes sans repos et I’akathisie [44]. La fragmentation du sommeil géne le
déroulement de la journée suivante avec I’apparition d’une somnolence diurne. La
somnolence diurne touche environ 50% des cas parkinsoniens [45] et peut étre induite par les
traitements médicamenteux comme les agonistes dopaminergiques ou les antidépresseurs
[46]. Elle est plus fréquente chez les patients en stade tardif ou chez les patients souffrant de
troubles cognitifs, de dépression ou d’anxiété [45]. Le syndrome des jambes sans repos
s’exprime par des douleurs, des brulures, des paresthésies, ou des crampes au niveau des
mollets et des cuisses avec une envie impérieuse de bouger les membres inférieurs. Le patient
n’arrive a se calmer alors qu’en marchant. Cette affection touche 20 % des patients et consiste
en une secousse rythmique des membres inférieurs pendant le sommeil [25].
11.3.4. Troubles cognitifs et déemences

Les troubles cognitifs peuvent se développer a des stades précoces de la maladie sans
s’aggraver a une démence [47]. La principale caractéristique de ce syndrome cognitif précoce
est une altération de la fonction exécutive incluant les troubles de la mémoire, de la
perception, un ralentissement de la pensée, des difficultés a planifier et organiser un
comportement orienté et a résoudre des problémes [48]. Sur le plan physiopathologique, la
déficience cognitive précoce est considérée comme un trouble frontostriatal dépendant de la
dopamine et pour lequel certains composants peuvent étre améliorés par des médicaments
dopaminergiques [49]. Alors que, la démence tardive se caractérise par une aggravation
prononcée de I’ensemble des troubles cognitifs. Elle survient chez environ 70 % des patients
est caractérisée par des perturbations des fonctions visuospatiales avec hallucinations, une
aggravation notable des troubles attentionnels et mnésiques et une perte de mémoire
sémantique et épisodique [50]. Ces déficits n'ont pas d'origine ganglionnaire basale mais sont
associés a une désactivation du cortex frontal secondaire a [’atteinte des structures
dopaminergiques sous-corticales [51]. Les patients atteints d'une forme bradykineto-rigide de
la MP sont plus susceptibles de développer une démence ultérieure que les personnes qui

présentent une forme tremblante [50, 52].

11.3.5. Troubles sensitifs et douleur
11.3.5.1. Déficits olfactifs

La diminution pathologique de 1'odorat (hyposmie) et l'abolition compléte des perceptions
olfactives (anosmie) se développent chez plus de 90% des patients atteints de la MP prédisant
I’apparition des signes moteurs [26]. L’anosmie est en rapport avec des Iésions du bulbe

olfactif, du nerf olfactif antérieur, de I’amygdale et du cortex périrhinal [53].
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11.3.5.2. Les troubles visuels

Les troubles visuels sont relativement fréquents et peuvent toucher jusqu'a 78% des patients et
augmente avec la progression de la maladie [54]. Les hallucinations visuelles peuvent
empirer, particulicrement avec les agonistes de dopamine [55]. Les hallucinations visuelles
peuvent étre des hallucinations bénignes qui engendrent des taches lumineuses se déplacant
dans la périphérie du champ visuel, ou des hallucinations visuelles complexes avec des
visions de personnages ou d’animaux. Les hallucinations peuvent aussi étre auditives,
olfactives, ou tactiles [56]. Les hallucinations peuvent avoir un lien avec les troubles de
sommeil [57], aussi bien que les troubles cognitifs et la démence et elle présente un bon outil

pour la prédiction du déclin cognitif plus tard dans la maladie [58].

11.3.5.3. Douleur et troubles somato-sensoriels

Les changements dans la fonction sensorielle et l'apparition de la douleur sont une
caractéristique commune de la MP affectant 30-85% de la population de patients [59]. On
peut distinguer cinq types de douleur chez les patients parkinsoniens [59] incluant :

- la douleur musculo-squelettique tel que des crampes, des contractions musculaires
(dystonie), des engourdissements et les sensations d étau. Elle est due a la rigidité
parkinsonienne.

- la douleur neuropathique radiculaire qui est la cause d'une Iésion des nerfs focaux ou
périphériques.

- la douleur dystonique est en rapport avec les médicaments antiparkinsoniens. Elle est due
aux contractions musculaires involontaires et prolongées engendrant des attitudes anormales.

- la douleur neuropathique centrale est un symptome spécifique de la MP et peut étre tres
intense et difficile a traiter (associée aux médicaments antiparkinsoniens).

- I’akathisie qu’est un ensemble de symptomes rappelant le syndrome des jambes sans repos.
Les patients souffrent de sensations désagréables les obligeant a bouger et a changer de
position sans cesse, ou sont incités a frictionner et a étirer leurs membres.

D'autres changements sensoriels se produisent dans la MP, y compris les paresthésies
périphériques, la sensation de brilure (syndrome de la bouche briilante) et des sensations de

chaleur ou de froid au niveau des extrémités [26].

11.3.6. Les troubles psychiatriques

11.3.6.1. La dépression

La dépression touche 30 a 40 % des patients parkinsoniens a n’importe quel stade de la

maladie [60]. Les troubles cognitifs, 1’insomnie, la somnolence diurne, la fatigue, la géne
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fonctionnelle et la déficience des activités quotidiennes augmentent le risque de dépression
[61]. Le syndrome dépressif détériore la qualité de vie chez le parkinsonien mais montre des
caractéristiques distinctes de la dépression majeure non liée a la MP [62]. La dépression dans
la MP se traduit par la tristesse, l'irritabilit¢ psychologie, la dysphorie (perturbation de
I'humeur), le pessimisme et les idées suicidaires (considérer le suicide sans nécessairement
essayer). Par contre, la culpabilité, I'auto-culpabilité, les sentiments d'échec et les tentatives de
suicide sont moins courants [63].

Le développement de la dépression dans la MP semble étre due a un dysfonctionnement des
ganglions de la base et il semble étre 1i¢ aux déficits dopaminergiques, noradrénergiques et
synaptiques sérotoninergiques [62].

11.3.6.2. L anxiété

L’anxiété est le symptome neuropsychiatrique le plus fréquent aprés la dépression et elle est
présente chez 20 a 46 % des cas parkinsoniens [64]. Elle se manifeste via une anxiété
généralisée, phobie simple, phobie sociale ou des attaques de paniques paroxystiques [64].
L’anxiété est plus fréquente chez les patients de jeune age, du sexe féminin ou qui présentent
des fluctuations motrices, des antécédents d’anxiété. La dépression s’associe souvent a
I’anxiété ce qui la rendre plus grave [26]. Des études ont montré le risque de développer une
maladie de Parkinson est plus importante chez les personnes anxieuses [64]. L’anxiété peut
précéder de quelques minutes les fluctuations motrices et la période de l'apparition de

freezing, qui sont associées a des périodes de faibles niveaux de dopamine [26].
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Figure 3.Représentation des signes non-moteurs de la maladie de Parkinson [52].

III. Diagnostic

1I1.1. Criteres de diagnostic
Le diagnostic de la maladie de Parkinson est un examen clinique qui cible les troubles
moteurs que présentent ces patients. Le clinicien examine tout d’abord la présence de
symptomes moteurs de la maladie : la bradykinésie, le tremblement de repos, la rigidité,
I’instabilité posturale et 1’asymétrie des symptomes. Par contre plusieurs autres symptomes
non-moteurs peuvent étre observés. Selon la société internationale de Parkinson et les troubles
de mouvements (International Parkinson and Movement Disorder Society : MDS), le premier
critere essentiel du diagnostic de la MP est le parkinsonisme, défini comme la bradykinésie,
associ¢ au tremblement de repos et la rigidité ou I’un des deux [65]. Ayant établi que le

patient présente le parkinsonisme, les critéres de la MDS seront appliqués pour confirmer le

12



diagnostic de la MP et cela par I’¢limination des autres causes du parkinsonisme et
I’évaluation de la réponse au traitement [66]. Ces causes potentielles de parkinsonisme,
incluent : I’intoxication, troubles métaboliques, tumeurs, hydrocéphalies, infarctus lacunaires,
infections, maladie de Wilson, paralysie supranucléaire progressive (maladie de Steele-
Richardson-Olszewski), atrophie olivo-ponto-cérebelleuse, syndrome de Shy-Drager, ainsi
que d’autres troubles neurologiques. La plupart de ces causes sont rares mais peuvent étre

évoquées par le clinicien lors de présence de signes atypiques chez le patient [66].

IIL.2.  Echelles et questionnaires d'évaluation
La plupart des symptomes moteurs et non-moteurs de la MP sont améliorés par le traitement
dopaminergique. Mais certains signes d'inefficacité du traitement ou de mal-tolérance qui
marquent le début du déclin cognitif et moteur apparaissent au bout de quelques années
d’évolution. La vitesse d’évolution est variable d’une personne a une autre. Elle peut étre
lente ou le patient ressent peu de géne sans complications motrices et maintient sa vie sociale
et professionnelle sans grande difficulté en suivant son traitement durant des années. Au
contraire, certaines formes ont une progression rapide ou les complications motrices précoces
apparaissent méme au bout de deux ans avec une majoration rapide du handicap moteur.
L’évaluation de cette évolution a nécessité de développer des échelles et des questionnaires

efficaces de mesure de I'effet des médicaments ou de la chirurgie.
11.2.1. Evaluation de la severite de la maladie
111.2.1.1. Unified Parkinson's Disease Rating Scale (UPDRYS)

L’échelle UPDRS (échelle d’évaluation unifiée pour la maladie de Parkinson) est le standard

international d’évaluation clinique pour I’ensemble des symptomes de la maladie de
Parkinson et des problémes liés a son traitement (annexe 1) [67]. Il s’agit d’une échelle
composite qui recouvre toutes les situations cliniques qui peuvent étre observées comportant
six sections utilisables séparément. Chaque section comprend un certain nombre d’items.
= Section I : évalue les troubles mentaux a 1’aide de quatre items (Total /16).
= Section II: évalue les aspects de 1’activité quotidienne et contient 13 items : Parole,
salivation, déglutition, écriture, s‘alimenter, habillage, hygiéne, se retourner dans son
lit, chutes, piétinement, marche, tremblement, douleurs. (Total/52).
= Section III : évalue les symptomes moteurs au moment de 1’examen sur la base de 27
items (Total /108). Les symptomes sont dits légers pour un score entre 6 et 12,

modérés pour un score entre 12 et 30 et séveres pour un score entre 30 et 80.



= Section IV : (11 items) évalue la présence et la sévérité de certaines complications
lies au traitement (Total / 23)
= Section V ou stade de Hoehn et Yahr : évalue la sévérité globale du syndrome
parkinsonien (5 stades).
= Section VI ou échelle de Schwab et England: apprécie d’une facon globale le degré
d’autonomie du patient et le retentissement de le handicap sur la vie quotidienne.
En 2003, sous I’égide de la Movement Disorders Society (MDS), une nouvelle version de
I’UPDRS est apparue en gardant les points forts de la version originale et en créant des items
supplémentaires. Cette nouvelle version, appelée la MDS-UPDRS, a ét¢ mise au point et
publiée plus tard [65, 68].
111.2.1.2. Stade de Hoehn et Yahr

Cette échelle a 5 niveaux évalue les manifestations physiques et la sévérité globale de la
maladie de Parkinson (annexe 1)[69]. Elle permet de définir le stade de la maladie. Le
Tableau clinique était 1éger pour des stades de Hoehn et Yahr entre 1 et 2, modéré pour des

stades entre 2,5 et 3 et sévére entre 4 et 5.

111.2.1.3. Echelle de Schwab et England

Cette échelle évalue le degré d’autonomie du patient [70]. L'examinateur invite l'individu a
choisir la note qui décrit le mieux son niveau d'indépendance fonctionnelle et, souvent,
incorpore ¢galement la note du soignant quant au niveau d'indépendance du patient.
L’autonomie était préservée chez les patients ayant un score allant de 70 a 100%,
partiellement altérée pour un score de 50 a 60% et trés gravement perturbée pour un score
allant de 0 a 40%. Une activité de 100% indique que le patient est totalement indépendant

alors qu’a 0% le patient est alité.

111.2.1.4.Les mouvements anormaux : Echelle AIMS

Les mouvements anormaux ont été évalués par 1’échelle codifié¢e AIMS « Abnormal

Involuntary Movement Scale » [71]. Elle consiste a évaluer les différents types de

ORIV A

(Total / 40).
111.2.2.  Evaluation des troubles cognitifs

111.2.2.1. Mini Mental State Evaluation: MMSE

Le Mini Mental state examination (MMSE) est une échelle d'évaluation des fonctions
cognitive trés sensible pour les troubles mnésiques d'une personne (Annexe 2) [72]. Elle

inclut des questions de mémoire, d’orientation, de langage et d’attention, pour un total de 30
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points. Le MMSE permet de répartir les troubles en léger (24<MMSE<20), modéré
(19<MMSE<10) et sévere (9< MMSE <0). Cependant, sa fiabilité et sa validité ont été
discutées. En effet, le MMSE surestime le déclin cognitif chez les personnes ayant un faible
niveau d’éducation [73].

111.2.2.2. Montreal Cognitive Assessment : MoCA

Le MoCA est un outil de dépistage de I’atteinte neurocognitive et il est dédié principalement
au dépistage de I’atteinte plus légére pour contrdler I’effet plafond observé avec le MMSE
[74]. Le MoCA est un questionnaire incluant: la mémoire a court terme, les habiletés
visuospatiales, les fonctions exécutives, ’attention, la concentration, la mémoire de travail, le
langage et I’orientation dans le temps et I’espace. Les épreuves qui y sont proposées sont
souvent plus complexes que celles retrouvées dans le MMSE. Un score inférieur a 26

distingue les personnes atteintes de troubles neurocognitive.

111.2.2.3. Batterie Rapide d’Efficience Frontale : BREF

La BREF [75], batterie rapide d’évaluation frontale (en anglais FAB: Frontal Assessment
Battery at Bedside) constitue un test de dépistage spécifique aux troubles exécutifs cognitif et
comportemental. Cette batterie est destinée a permettre une évaluation rapide des syndromes
démentiels. Elle est composée de six sous tests : épreuve des similitudes, épreuve d’évocation
lexicale, séquence gestuelle de Luria, épreuve des consignes conflictuelles, épreuve Go—No
Go, recherche d’un comportement de préhension. Un score BREF < 14 traduit la présence

d’un syndrome dysexécutif.

111.2.3.  Evaluation des troubles neuropsychiatriques

111.2.3.1. La Geriatric Depression Scale (GDS)

Il s’agit de ’échelle de dépression gériatrique la plus connue et comporte 30 items ayant
chacun une réponse de type Oui-Non [76]. Elle fournit des indications sur 1’état psycho-
affectif du patient. Par contre, a elle seule, ne permet pas de faire un diagnostic de dépression
et elle n’a pas de validité avec les personnes ayant des troubles cognitifs. Un score de 0 a 9 est
normal, un score de 10 al19 correspond a une dépression modérée, et un score de 20 a 30

correspond a une dépression sévere.

111.2.3.2. Beck Depression Inventory

L'Inventaire de dépression de Beck est un questionnaire qui investigue 1'état dans lequel se
trouve le patient durant les dernieres semaines [77]. Elle est constituée de 21 questions et
chaque question possede quatre réponses possibles, variant selon leur intensité. Elle mesure

la sévérité de la dépression clinique du patient (annexe 3). Il existe trois versions de cet
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inventaire, l'original été publi€¢ pour la premicre fois en 1961, puis révisé en 1978 sous le
nom de IDB-1A, et I'DB-II, publi¢ en 1996. La dépression est considérée comme légere
(score 4-7), moyenne a modérée (score 8-15) ou sévere (score > 16).

111.2.4.  Evaluation de la qualité de vie
111.2.4.1. Short Form Health Survey: SF-36

Cette échelle comporte 36 questions réparties en 8 dimensions évaluant différents domaines
de la qualité de vie (I’état général, I’activité physique, les limitations dues a 1’état physique, la
sant¢ mentale, la limitation émotionnelle, la douleur physique, 1’énergie et la vitalité et
I’activité sociale) [78]. Les réponses sont cotées de 0 a 100 et un score moyen est calculé pour

chaque dimension. Plus ce score n’est élevé, plus la qualité de vie est meilleure.
111.2.4.2. Echelles PDQ 39 et PDQ 8

PDQ-39 (Parkinson Disease Quotation) est une échelle d’évaluation de la qualité de vie de la

maladie de Parkinson [79]. Elle est fiable, validée, spécifique de la maladie et sensible aux
changements. Elle a été déclinée dans une forme abrégée : la PDQ-8 qui utilise les 8 items les
plus représentatifs de la PDQ-39. Le questionnaire permet d’apprécier les changements sur la

qualité de vie, apres une période de changement thérapeutique complexe.

IV. Physiopathologie de la maladie de Parkinson

Les symptomes de la maladie de Parkinson sont principalement le résultat de la mort
cellulaire sélective des neurones dopaminergiques dans les formations pigmentées (la pars
compacta) de la substance noire des ganglions de la base. Ces neurones se projettent vers le
striatum et leur dégénérescence perturbent I’activité neuronale des ganglions de la base qui

régulent les mouvements.

1V.1.Les ganglions de la base ou les noyaux gris centraux (NGC)
v.1i.1. Organisation anatomique

Les noyaux gris centraux (NGC) ou les ganglions de la base sont un ensemble de structures
(noyaux) de substance grise sous-corticales situées approximativement au milieu du cerveau
humain. Les ganglions de la base sont structurellement des masses nucléaires sous-corticales
dérivées du télencéphale appartenant au systéme extrapyramidal. Ils sont un ¢lément clef de la
motricité et permettent de moduler le mouvement, en particulier les mouvements appris et
exécutés de facon automatique.

Les NGC sont constitués de cinq noyaux principaux : le striatum, le pallidum, le locus niger,

le thalamus et le noyau sous thalamique [80] (Figure 4).
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- Le striatum (STR) comprend le noyau caudé et le putamen. Le striatum tient son nom de
I’apparence striée qu’il présente en microscopie optique en raison des nombreuses fibres
qui le composent. Il contient des neurones GABAergiques et des neurones cholinergiques.

- Le pallidum (GP) est subdivis¢ en deux segments : Globus Pallidus externe (GPe) et
Globus Pallidus interne (GP1).

- Le locus niger (substance noire) est constitué¢ de deux régions :

e La pars compacta du locus niger contient environ 450000 neurones dopaminergiques.
La pigmentation noire est due a la présence de mélanine, produit de la dégradation de la
dopamine. Dans la maladie de Parkinson, c’est une perte neuronale massive affectant
cette population de cellules qui entraine les signes majeurs de la pathologie.

e La pars reticulata est riche en neurones GABAergiques. Elle est liée fonctionnellement
et cytologiquement au pallidum interne (GP1).

- Le thalamus (NST) est divisé par de minces cloisons en trois masses : les noyaux
antérieurs, postérieurs et latéraux. Le noyau latéral entre dans I’organisation motrice en
activant le programme moteur. On distingue aussi le complexe central du thalamus

incluant le centre médian (CM) et le noyau parafasciculaire (Pf).

A

Putamen Novau caudé

Globus Pallidus externe
(GPe)
Globus Pallidus interne

Thalamus

Moyau sous
thalamique (NST)

— Substance noire

B : + MNoyau caudé
. Striatum
P Putamen

Globus Pallidus
externe (GPe)

Substance Globus Pallidus

Noyau sous ; interne (GP1)
thalamique (NST) ol

Thalamys Pallidum

Figure 4.Anatomie des ganglions de la base [80].
A : vue totale dans le cerveau Humain ; B : coupe coronale de cerveau humain et position de certains
¢éléments des ganglions de la base.
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IV.1.2.  Morphologie neuronale et neurobiochimie

1V.1.2.1. Les neurones du striatum

La majorité des neurones striataux (96%) sont des neurones épineux de taille moyenne, ayant
des dendrites couvertes d’épines dendritiques. Ces neurones sont GABAergiques et
contiennent aussi d’autres neurotransmetteurs en particulier des neuropeptides (substance P et
dynorphine d’une part et enképhaline d’autre part) [81].

Les autres neurones striataux sont de petits inter-neurones GABAergiques qui agissent
comme inhibiteurs des neurones épineux voisins, de gros neurones cholinergiques et des

neurones leptodendritiques dont le rdle est encore inconnu [81].

1V.1.2.2. Neurones du pallidum et du locus niger

Ils recoivent 90% de I’information striatale inhibitrice par leurs boutons synaptiques
dendritiques a terminaison GABAergiques. Ils ont un effet inhibiteur sur les neurones cibles
thalamiques [82]. Les neurones pallidaux ont une arborisation en forme de disque aplati alors
que celle des neurones nigraux prend la forme d’un cone ramassé orienté perpendiculairement
a la projection striatale. Les 10% restant de 1’information proviennent du NST et du noyau

pédonculo-pontin (NPP) avec un contrdle dopaminergique.

1V.1.2.3. Les neurones des noyaux sub-thalamiques

Ils sont homogeénes de dimensions intermédiaires avec une arborisation dendritique
comportant de rares épines. Ils recoivent des afférences corticales. IIs utilisent le glutamate
comme neuromédiateur et sont excitateurs des neurones cibles [83].
1v.1.3. Roles des ganglions de la base

Les ganglions de la base forment avec le cortex cérébral et le thalamus un circuit striat-
thalamo-cortical qui joue un role fondamental dans la motricité volontaire mais aussi dans de
nombreuses autres fonctions : cognitives (comme l'apprentissage, la mémoire), émotionnelle
et I’adaptation a I’environnement. L’importance des ganglions de la base est toute particuliere
dans le cas de I’exécution de mouvements volontaires automatisés. Lorsque I’on décide
d’effectuer un acte moteur, la décision de réaliser cet acte est transmise a un centre cortical
chargé de la préparation d’un programme moteur adéquat. Il initie 1’exécution de ce
programme moteur par ’activation des structures exécutives du cortex moteur. La diversité
des fonctions assurées par les ganglions de la base, est due a leur position de boucle
fonctionnelle entre le cortex associatif (lieu de conception des idées motrices ou mentales) et
le cortex frontal moteur qui en assure I’exécution. Au sein de cette organisation, la dopamine

joue un role clef dans la modulation du systéme.
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1V.14. Organisation fonctionnelle des ganglions de la base
La circuiterie du systéeme des ganglions de la base a été tracée en se basant sur les données
morphologiques et €lectro physiologique. Ceci a permis de confirmer la réalit¢ des voies
anatomiques, et de préciser leur role fonctionnel.
Plusieurs mode¢les de fonctionnement des NGC ont été proposés en passant par les modeles
classiques établis par certains auteurs tels que le modéle convergent [81], le modéle parall¢le
[84], le double circuit [85].Le modele actuel englobe le concept de « double circuit » et le
concept de « circuits paralléles » [86]. Les NGC comportent des circuits parfaitement séparés
qui ne communiquent pas les uns avec les autres tout au long de la boucle cortex-NGC-cortex.
Au sein de chaque circuit existent deux voies, 1’une directe qui stimule et 1’autre indirecte qui
inhibe la fonction traitée dans chaque circuit [86, 87] (Figure 5).
- La voie directe : Quand le systtme moteur est au repos, le globulus pallidus interne (GPe)
envoie des flux inhibiteurs sur le thalamus par I’intermédiaire du neuromédiateur GABA.
Pour initier un mouvement, le cortex cérébral envoie des signaux excitatrices de type
Glutamate au striatum. Le striatum, stimulé par la substance noire compacta (SNc) via ses
récepteurs D1 dopaminergiques, envoie un signal inhibiteur aux structures de sortie du
systéme qui sont le globulus pallidus interne (GP1i) et la substance noire réticulaire (SNr) par
le neuromédiateur GABA et la substance P secrétée par les neurones striataux. Le GPi inhibé,
leve alors sa propre inhibition sur le thalamus qui envoie a son tour un signal stimulateur de
type Glutamate au cortex. Le cortex cérébral peut initier alors le mouvement volontaire.
- La voie indirecte du mouvement est un circuit cérébral inhibant les mouvements par un
circuit indirect. C’est la deuxieme action de I’afférence dopaminergique nigrostriée qui est
transmise via des récepteurs dopaminergiques de type D2 sur d’autres types de neurones
inhibiteurs de la voie indirecte du putamen. Ces neurones exercent une action excitatrice sur
les mémes structures de sortie (GPi, SNr) mais de fagon indirecte en inhibant les neurones
GABAergiques du pallidum externe (GPe). Cette inhibition se fait par deux
neurotransmetteurs GABA et 1’enképhaline secrétée par les neurones striataux. Les neurones
du GPe inhibent aussi le noyau sous thalamique (NST), qui exerce une influence finale
excitatrice par sa projection glutamatergique sur 1’ensemble GPi- substance noire reticulata
(SNr). La sortie principale du systéme correspond aux neurones GABAergiques inhibiteurs

pallido-thalamiques et nigro-thalamiques.
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Figure 5.Diagramme schématique de la circuiterie fonctionnelle du systéme des ganglions de la base
présentée par les neuromédiateurs mis en jeu [113].

1V.2.Circuits neuronaux touchés par la maladie de Parkinson

Les symptomes de la MP sont principalement le résultat de la dégénérescence des neurones

dopaminergique de la pars compacta de la substance noire des ganglions de la base. La

défaillance en dopamine provoque la désactivation des voies directes et une excitation des
voies indirectes, alors que ces deux voies sont régulées de facon opposée chez le sujet sain

[88] (Figure 6).

- La voie directe : les récepteurs D1 du striatum ne sont plus excités, ce qui va réduire leur
inhibition directe GABAergique et substance P sur le GPi et le SNr. Ceci renforce 1’action
inhibitrice de ces deux structures de sortie sur le thalamus. Cela va conduire a une
inhibition renforcée du thalamus sur le cortex cérébral.

- La voie indirecte: les récepteurs D2 ne sont plus inhibés, ce qui provoque une
augmentation de 1’inhibition GABAergique et enképhaline du striatum sur le GPe. De ce
fait, ’inhibition GABAergique du NST par les neurones GPe est diminuée. L’excitation
glutamatergique exercé par le NST sur le GPi et le SNr est augmentée. Les neurones de ces
deux structures vont exercer une inhibition GABAergique puissante sur le thalamus ce qui
désactive son excitation sur le cortex cérébral. La perturbation de la voie indirecte est

responsable de I’effet hypokinétique inhibant le mouvement chez le patient Parkinsonien
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c’est-a-dire I’incapacité d’adapter les programmes moteurs pour celui qui est désiré a un

instant donné.
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Figure 6. Physiopathologie de la maladie de Parkinson: circuits neuronaux touchés durant la maladie
de Parkinson [112].

V. Anatomie pathologique de la maladie de Parkinson

\

Les Iésions histologiques de la MP associent deux ¢léments majeurs a savoir la
dégénérescence des neurones pigmentés du Locus Niger et la présence d’inclusions
éosinophiles, les « corps de Lewy » [89]. Au sein du systeme nerveux central (SNC) les
neurones dopaminergiques se retrouvent majoritairement au niveau du mésencéphale. Ces
neurones sont retrouvés dans 9 noyaux chez I’étre humain, nommés de A8 a A16 et répartis

entre le mésencéphale et le bulbe olfactif [90].

V.1. Dégénérescence neuronale

V.1.1. Degénérescences des neurones dopaminergiques
En 1919 Tretiakoff découvre que la dépigmentation de la substance noire est a I’origine de la
MP (Figure 7). En 1960, Ehringer et Hornykiewicz a montré que ces 1ésions provoquent un
déficit en dopamine dans le striatum, lui-méme responsable des symptomes observés [91, 92].
La perte neuronale s’avere étre hétérogene au sein du mésencéphale et elle est estimée a
environ 60 % dans les zones ventrales et de 40 % dans les zones dorsales de la substance

noire [93]. Elle prédomine au niveau de la pars compacta de la substance noire (plus de 75 %
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de perte neuronale) ou elle est plus sévere dans sa partie médio-caudale que rostro-latérale
[94]. les symptdmes moteurs de la MP apparaissent lorsque la mort neuronale atteint 30 % des
neurones dopaminergiques, (60 % dans les études les plus antérieures) qui correspond a une

dénervation striatale plus marquée de I’ordre de 50 a 70% [95].

Sujet Sain Sujet Parkinsonien

Figure 7. Aspect macroscopique du mésencéphale chez un sujet sain et un patient Parkinsonien
montrant la dépigmentation du locus niger [96].

V.1.2. Dégénérescences des neurones non dopaminergiques

Hors du mésencéphale, d’autres neurones non dopaminergiques sont touchés au cours de la

MP. La dégénérescence de ces neurones est en général responsable des troubles non moteurs.

On distingue :

- la perte neuronale dans certains noyaux du tronc cérébral tels que les neurones
adrénergiques du locus cceruleus, le noyau basal cholinergique de Meynert [97], le noyau
dorsal du vague [98], le noyau pédonculopontin [99] et le noyau sérotoninergique du raphe
[100].

- Les pertes observées dans le systéme nerveux périphérique autonome [101] tels que :

e Les fibres noradrénergiques cardiaques [102]
e La région fovéale de la rétine qui joue un rdle dans la vision des contrastes, cette
destruction explique les troubles de la vision [103].
e La paroi intestinale, cette perte peut €tre impliquée dans les désordres digestifs
fréquents durant la maladie [104].
V.1.3. Les corps de Lewy

Les corps de lewy sont un marqueur de la MP idiopatique mais ne sont cependant pas

pathognomoniques de la MP et peuvent s’observer avec une moindre fréquence dans d’autres

affection dégénératives comme la démence a corps de Lewy, mais aussi chez des sujets sains

agés de plus de 60 ans [105].
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Ils sont des inclusions cytoplasmiques €osinophiles arrondies situées dans le corps cellulaire
et au niveau des neurites (Figure 8) [106]. Les corps de Lewy classique du tronc cérébral sont
des inclusions sphériques éosinophiles volumineuses (30-40 um) a centre hyalin et a couronne
périphérique pale [107].

De multiples protéines ont été trouvées dans les corps de Lewy notament [’ubiquitine, 1’a-B-
cristalline. Ce pendant la composante majeure des corps de Lewy est 1’alpha- synucléine
[107]. La nature de ces corps de Lewy n’est en faveur ni d’une séquelle d’atteinte virale, ni
immunologique, ni inflammatoire, ni vasculaire. Elle oriente simplement vers une anomalie
du métabolisme cellulaire neuronal [107]. En effet la formation des corps de lewy est le
résultat de la non dégradation des protéines par le protéasome et 1’agrégation de celles-ci au
niveau du centrosome [107].

Les corps de lewy ont été mis en évidence initialement par des colorations standard de type
¢osine-hématoxyline. Lesinclusions sphériques sont cernées d’un halo clair. Par contre, les
techniques immunocytochimiques, sont devenues les techniques de choix depuis plusieurs
années. L’ immuno-marquage de I’alpha-synucléine par I’utilisation d’anticorps monoclonaux
est plus sensible pour mettre en évidence la pathologie de Lewy. Ils ont un aspect rond
caractéristique avec un noyau plus 1éger et un halo sombre. Elle permet notamment de mettre
en évidence plus facilement les corps de Lewy corticaux dépourvu du halo clair en coloration

€osine-hématoxyline [108].

Figure 8.Corps de Lewy typiques du locus niger chez un patient Parkinsonien [108].

(A) Corps de Lewy colorés a I'nématoxyline et a I'éosine. Un agrandissement plus élevé dans le coin
supérieur gauche. (B) L'immunohistochimie de I'alpha-synucléine, les corps de Lewy sont colorés avec
un anticorps spécifique de la forme pathologique phosphorylée (sérine 129) de 1'a-synucléine. Un
grossissement plus élevé dans le coin inférieur droit. Barre d'échelle = 100 pm.
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VI. Etiologie de la maladie de Parkinson

La MP ¢était généralement considérée comme le résultat de facteurs de risque

environnementaux et les facteurs génétiques [109, 110].

VI.1.Les facteurs de risque environnementaux [111, 112]

VI.1.1. Les agents toxiques
L'hypothése selon laquelle 1'exposition aux pesticides et autres produits chimiques de
I'environnement augmente le risque de la MP a été suggérée par la découverte des effets
neurotoxiques d'un métabolite de la 1-méthyl, -4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine (MPTP)
chez les toxicomanes qui s’injectent des drogues contenant du MPTP [113]. De nombreux
agents toxiques ont été aussi incriminés tels que I’exposition prolongée a des solvants
organiques, les métaux lourds (mercure, plomb, cadmium), le manganese et Roténone entrant
dans la composition de trés nombreux pesticides et insecticides [114]. Une exposition
professionnelle aux pesticides augmente le risque de développer la MP d'environ 3 fois [115,
116]. En général, ils ont trouvé que les agents stressants oxydatifs, tels que le parquat, le
perméthirn et le maneb avaient un rapport de risque un peu plus élevé que les inhibiteurs du
complexe I mitochondrial [116, 117].
Une addiction a la méthamphétamine augment 2,8 fois le risque de développer la MP (p
<0,01) [118]. La méthamphétamine se lie au transporteur de dopamine présynaptique
augmentant ainsi ses concentrations extracellulaires [119].

VI.1.2. Traumatismes craniens
Les traumatismes cérébraux ont attiré beaucoup d'attention dernierement apres la découverte
de changements cérébraux (Alzheimer, MP) chez les jeunes athletes pratiquant des sports
impliquant des blessures répétées a la téte, comme le football, le hockey et le box. Cependant,
une lésion cérébrale traumatique légere a modérée, a également été associée au
développement de la MP a un age plus avancé [120]. Une Iésion cérébrale traumatique peut
causer une rupture de la barriere hémato-encéphalique, une inflammation cérébrale de longue
durée, une perturbation de la fonction mitochondriale, une augmentation de la libération de
glutamate et une accumulation d'a-synucléine dans le cerveau [121].

VI1.3. Les facteurs protecteurs

Une méta-analyse regroupant de nombreuses études a montré que le tabac et le café réduisent
le risque de la MP [122]. Pour le tabac, cette observation a été expliquée plutdt par la

mortalité accrue chez les fumeurs généralement avant 1'dge de développer la MP ou que la
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nicotine masquent la manifestation clinique de la MP et aussi par le fait que les symptomes
non moteurs de la MP, qui apparaissent souvent des années avant les symptdmes moteurs,
entrainent une diminution du gott et de 1'odorat ce qui diminue ’envie de fumer [112].

Par contre, un effet neuroprotecteur de la caféine a ¢été observé dans les modeles
expérimentaux de la MP. La caféine, un antagoniste des récepteurs de l'adénosine, peut
bloquer des récepteurs A2A de 1'adénosine ce qui va protéger contre la toxicité des neurones
dopaminergiques [123, 124]. De faibles doses de caféine présentent des avantages
symptomatiques sur la congélation de la marche, et la bradykinésie ou la rigidité [125, 126].
Des niveaux ¢levés d'urate de sang (acide urique) ont également été associés a une diminution
du risque de la MP [127]. Les patients ayant des taux d'urate de sang les plus élevés
semblaient avoir la plus lente progression de la MP [128].

Des quantités modérées de vitamine E peuvent aussi réduire le risque de la MP, mais cet

avantage peut étre perdu avec des apports plus élevés [129].

VI.2.Les facteurs génétiques
Bien que la plupart des cas Parkinsonien soient sporadiques, Gowers a montré que 15% des
patients présentaient une histoire familiale de la maladie [20]. L’étude des jumeaux a révélée
des faibles taux de concordance (5-8%) obtenus autant chez les jumeaux monozygotes que
dizygotes [130—-132]. Etant donné que cette étude est la méthode la plus précise pour estimer
la prédisposition génétique qui consiste a comparer les taux de concordance entre jumeaux
monozygotes et dizygotes (un trait génétique autosomique dominant simple a pénétrance
totale devrait correspondre a un taux de concordance de 100% chez les jumeaux monozygotes
et de 50% chez les dizygotes), et en raison de I’absence de différences significatives entre les
deux groupes, les premicres études de ce type ont écarté I"’hypotheése génétique dans la MP
[130-132].11 s’est avéré plus tard que ces travaux avaient sous-estimé I’impact de I’age de
deébut tres variable de la MP sur leurs observations [133]. Chez les jumeaux monozygotes et
dizygotes dont 1’age de début de la MP était inférieur a 50 ans, des taux de concordance de
100% et 16% respectifs ont été identifiés. Alors que ces taux étaient de 16% et 11% chez les
jumeaux monozygotes et dizygotes lorsque 1’age de début n’était pas pris en compte [134].
Ces observations confirment la contribution significative de facteurs génétiques aux formes
précoces de la MP et la complexité des formes plus tardives. L’analyse de 80 familles avec
deux ou plusieurs individus affectés a montré que la co-ségrégation de la maladie est
compatible avec un mode de transmission autosomique dominant avec une pénétrance réduite

dans un sous-groupe [135].
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L’analyse de liaison génétique du génome entier dans une grande famille d'origine italienne, a
révélé une association sur un locus 4q21-g23 [136]. A I'exception d'un age relativement
précoce d'apparition de la maladie a 46 + 13 ans, le phénotype dans la famille italienne a été
bien typique de la MP, y compris les corps de Lewy [136]. La premiére mutation (Ala53Thr)
qui cause la forme familiale de la MP a été identifiée dans le géne de I'a-synucléine (SNCA)
dans la famille italienne et dans trois familles d'origine grecque avec une transmission
autosomique dominante [137].

Durant ces 20 derni¢res années, des mutations dans autres génes étaient fortement associées a
la MP soit avec une transmission autosomique dominante (LRRK2 et VPS35) ou une
transmission autosomique récessive (PARKIN, PINKI et DJI). D’autres geénes ont été aussi
rapportés comme responsables de Parkinsonisme ou MP atypique, y compris ATP13A42,
DNAJC6, FBXO7, GBA, PLA2G6, SPGI11, SYNJI et VPS13C[138-141].

Globalement les formes monogéniques ne représentent que 10 a 20% des cas parkinsoniens et
ces mutations sont plus fréquentes chez les patients avec un age de début de la maladie

<40ans, avec des antécédents familiaux de la MP ou de consanguinité parentale [142—144] .
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VI2.1. Les genes autosomiques dominants

vi2.1.1. Le géne Synuclein Alpha : SNCA (PARKI et PARK4)

Le géne SNCA, localisé sur le locus 4q22.1, est constitu¢ de 6 exons répartis sur 117kb et
code pour la a-synucléine [146]. La a-synucléine est largement exprimée dans tout le cerveau
des mammiferes et elle est présente au niveau des terminaisons nerveuses présynaptiques
[147]. Les terminaux présynaptiques libérent des messagers chimiques, appelés
neurotransmetteurs, a partir de compartiments connus sous le nom de vésicules synaptiques.
La libération de neurotransmetteurs relaie les signaux entre les neurones et est essentielle pour
le fonctionnement normal du cerveau. Des études suggerent que la a-synucléine joue un role
important dans le maintien d'un apport suffisant de vésicules synaptiques dans les
terminaisons présynaptiques [148]. Elle peut également aider a réguler la libération de
dopamine [149]. La a-synucléine peut aussi avoir un role inhibiteur sur la fusion des
mitochondries, favorisant leur fragmentation [150].

L’accumulation de la a-synucléine est responsable d’une altération du transport vésiculaire
entre le réticulum endoplasmique (RE) et I’appareil de Golgi [151], d’une diminution de la
libération des vésicules synaptiques, d’un dysfonctionnement mitochondrial avec perturbation
énergétique et induction de la mort cellulaire et d’un dysfonctionnement des voies de
dégradation protéiques par le systéme ubiquitine protéosome (UPS) [152].

Seulement trois mutations faux-sens (AS3T, A30P et E46K) ont été¢ identifiées comme
pathogenes dans le gene SNCA (PARK1) [137, 153, 154]. Cependant les duplications et les
triplications de la totalité¢ du gene SNCA (PARK4) ont été identifiées dans 31 familles [139].
Le phénotype des patients est dose-dépendant, les patients avec une duplication présentent
une MP non différenciable de la forme idiopathique alors que les porteurs d’une triplication
ont un age de début plus précoce et une fréquence élevée de démence [155].

V1.2.1.2. Le géne leucine rich repeat kinase 2: LRRK?2 (PARKS)
Le géne LRRK?2 contient 51 exons couvrant 144 kb localisé sur le locus 12q12 [156]. Il code

pour la dardarin (dérivée du mot basque dardara, qui signifie tremblement), une protéine
tyrosine kinase—like de 286 kDa appartenant a la superfamille Ras/GTPase et plus
particulierement a la famille des ROCO [157]. Cette protéine est constitué¢ de cinq domaines
fonctionnels putatifs : un domaine de répétition riche en leucine N-terminal (LRR), un
domaine Roc (Ras of complex proteins), un domaine COR (C-terminal de Roc), une protéine
activée par la mitogen domaine de kinase kinase kinase (MAPKKK) et une répétitions C-

terminales WD40 [158].
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LRRK?2 est hautement exprimé dans le systéeme nerveux central [156].11 est impliqué dans le
contrble de la longueur des neurites par un mécanisme d’autophagie [159]. Elle joue
¢galement un role d’endocytose et dans le trafic et la polarisation des vésicules synaptiques
vers les axones [160-162]. LRRK? interagit avec d'autres protéines impliquées dans les MP

familiales, notamment la parkine [163] et la a-synucléine [164].
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Figure 10. Implication du géne LRRK?2 dans les mécanismes cellulaires [165].

LRRK2 peut affecter la fonction mitochondriale, le systéme ubiquitine-protéasome, la voie
autophagie-lysosomale, la dynamique des microtubules ainsi que le trafic de vésicules et de protéines,
la phosphorylation de I'alpha-synucléine et les cellules du systéme immunitaire.

En 2002, le locus PARKS a été identifi¢ a chez une famille Japonaise présentant une forme
autosomique dominante de la MP[166]. En 2004, deux études simultanées ont découvert des
mutations faux-sens du géne LRRK?2 dans plusieurs familles [156, 157]. Depuis, plus de 75
autres variations ont été révélées dans 5-15% des patients a ce jour. Cependant, les preuves
génétiques de pathogénicité ne sont prouvées que pour p.R1441C, p.R1441G, p.Y1699C,
p-G2019S, p.12020T, p.R1628P et p.G2385R [167]. La mutation R1441G représente jusqu’a
20% des cas familiaux dans le nord de I’Espagne résultant d’un effet fondateur daté au
septieme siecle [168]. Alors que la mutation p.G2019S est présente dans 40% des patients
d’Afrique du Nord [169] et 18% des cas juifs ashkénazes [170] et s’emble étre le résultats de

3 évenements fondateurs indépendant [171].
Sur le plan clinique, les porteurs présentent un age de début moyen de 58 ans et une MP
asymétrique classique qui répond bien a la L-dopa. Leurs symptomes ne sont pas

différenciables de ceux observés chez les patients idiopathique [172—-174].
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V1.2.1.3. Le géne vacuolar protein sorting 35: VPS35 (PARK17)

Le géne VPS35 est présent sur le chromosome 16q13-q21 [175] et composé de 17 exons qui
s'étendent sur 29,6 kb [176]. Le géne VPS35 code une sous-unité¢ du complexe multimérique
des rétromeres entre les endosomes [177]. VPS35 intervient dans le recyclage membranaire, la
voie de signalisation et la biogenése des lysosomes [177].

Récemment, une mutation ponctuelle faux-sens dans le géne VPS35 (D620N) a été identifiée
par exome sequencing comme responsable d’une forme autosomique dominante d’'une MP
typique a début tardif [177, 178]. L’analyse d’une large cohorte a montré que cette mutation
est responsable d’environ 1 a 1.2% des cas Parkinsoniens familiaux avec transmission
autosomique dominante [179, 180]. Par contre cette mutation est considérée comme une cause

rare de la MP, et sa fréquence est estimé a 0,1% chez les parkinsoniens [181].

Vi1.2.1.4. Acid beta-glucocerebrosidase : GBA

Le géne GBA est localisé sur la bande 1q22 et constitué de 11 exons [182]. Il code pour la
glucocérébrosidase (62 kDa), une enzyme lysosomale impliquée dans le métabolisme des
sphingolipides (glucosylcéramide) ou elle hydrolyse le glucosylcéramide en glucose et en
céramide [183]. La glucocérébrosidase (GCase) est composée de trois domaines non continus:
le domaine I constitué des résidus 1-27 et 383-414; le domaine II impliquant les résidus 30-75
et 431-497 et le domaine III englobant les résidus 76-381 et 416-430 [184]. Le domaine I est
essentiel pour le repliement de la protéine par le le biais de deux ponts disulfure (résidus 4-16
et 18-23) et pour l'activité catalytique par la glycosylation du résidu N19 [185]. Le domaine II
ressemble a un repli d'immunoglobuline (Ig) et a un rdle structural important. Le domaine III
est un domaine de tonneau TIM (B / a)s qui contient le site catalytique [184].

Une déficience du gene GBA provoque un trouble du stockage lysosomal autosomique
récessif appelé maladie de Gaucher (GD) [186]. Chez la plupart des patients atteints de la GD
et leurs apparentés porteurs des mutations GBA a 1’état hétérozygotes, un risque accru de
développer la MP a été identifié [187—190]. Le criblage du géne GBA chez des patients
parkinsoniens a confirmé son association avec la MP a transmission dominante [191-193].
Une déficience de la GCase entraine une altération de la dégradation lysosomique des
protéines a longue durée de vie, y compris la SNCA. L'accumulation de SNCA, a son tour,
inhibe le transport de la GCase vers les lysosomes [194].

Les patients porteurs des mutations GBA a 1’état hétérozygotes présentent un age de début
légerement plus précoce (55 ans contre 59 ans) que les formes idiopathiques de la MP. Ces

patients présentent des symptomes en général similaires aux progression rapide de la maladie

29



et déclin moteur mais avec une progression plus rapide de la maladie et du déclin moteur et

développent des troubles cognitives la plupart du temps [195-198].

V12.1.5. Autres génes peu ou non répliqués

- Les génes responsables des ataxies héréditaires: les expansions de trinucléotides
(CAG) dans ATXN2 (ataxin-2) ou ATXN3 (ataxin-3) provoquent habituellement une ataxie
spinocérébelleuse qui peut inclure un parkinsonisme. Cependant il a était rapporté que ces
genes sont impliqués dans la MP proprement dit sans autres signes neurologiques, au moins
pendant les années suivant la présentation initiale de la maladie [199, 200]. Un phénotype
parkinsonien a également été décrit lorsque la séquence répétée CAG normale a été
interrompue par des segments CAA dans le gene ATXN2[200, 201].

- SPR/PARKS3: le gene SPR code pour la sepiapterine réductase, une des enzymes
responsables de la synthése de dopamine. Le locus PARK3 était initialement 1ié a une région
génomique incluant le géne SPR entier, mais une vaste étude du consortium GEO-PD n'a pas
pu établir d'association entre le géne SPR avec la MP [202, 203].

- UCHL1/PARKS: Une mutation de I'ubiquitine carboxyl-terminale estérase L1
(Ile93Met) a été identifiée dans une famille allemande en 1998 [204]. Depuis, aucune autre
mutation de ce géne n’a été observée dans des patients parkinsoniens [139].

- GIGYF2/PARKI11: Des mutations de la protéine GYF interagissant avec GRB10 ont
¢été identifiées dans 12 familles en 2008 [205], mais ces mutations ont étaient fréquentes chez
des témoins ou ne co-ségrégent pas avec la MP dans d’autres familles [206-208].

- HTRA2/PARK13: Ce gene code pour une protéine impliquée dans 1’apoptose
mitochondriale. Deux mutations de la sérine peptidase 2 HtrA (G399S, A141S) ont été
identifiées chez 4 patients allemands [209]. La plupart des études de réplication ont exclu
I’association entre le gene HTRA2 et la MP incluant une étude multicentrique du consortium
GEO-PD sur 6378 patients parkinsoniens [210, 211]. Une seule étude de réplication a
identifi¢ chez un patient une mutation faux-sens dans ce gene [212].

- GCHI1 : La guanosine triphosphate cyclohydrolase 1 est responsable d’une dystonie
dopa-réactive (dystonie-parkinsonisme). Une nouvelle mutation a été identifiée en 2009 chez
un patient chinois [213].

- Les genes responsable de la démence frontotemporale: Des mutations dans le
précurseur de la granuline (progranuline/GRN) provoquent une dégénérescence lobaire
frontotemporale sans taupathies [214]. Généralement, chez les patients porteurs des mutations

dans le gene GRN, le Parkinsonisme se produit tard apres le développement de la démence



frontotemporale. Cependant chez quelques patients, le parkinsonisme a été la manifestation
clinique prédominante [215]. Récemment, des mutations dans le TARDBP, le géne causant la
SLA familiale ou la démence frontotemporale, ont également été identifiées chez quelques
patients atteints de la MP a début tardif [216].

- MAPT : Des mutations dans la protéine tau associée aux microtubules provoquent
aussi une démence frontotemporale avec ou sans parkinsonisme et avec taupathies [217].
Certains patients porteurs des mutations MAPT pathogénes présentent un parkinsonisme; des
signes de démence frontotemporale peuvent survenir des années plus tard [218]. Il s'agit
généralement d'un syndrome parkinsonien atypique avec une réponse insatisfaisante a la L-
dopa, des signes cortico-spinaux, une paralysie du regard vertical et perturbation des saccades
(mouvements brusques), ou dystonie unilatérale [219].

- POLG : Des mutations de I'ADN polymérase mitochondriale gamma (POLG, POLGI)
ont été rapportées chez des patients parkinsoniens, avec une perte de cellules
dopaminergiques et une réponse partielle aux médicaments dopaminergiques. Tous ces
patients présentaient ¢également des signes neurologiques prononcés tels qu'une
ophtalmoplégie externe progressive, une ataxie, une neuropathie sensorielle ou une perte
auditive neurosensorielle, une faiblesse musculaire avec une créatine kinase élevée et une
myopathie mitochondriale dans la biopsie musculaire et/ou un hypogonadisme [220-222].

- EIF4G1/PARKI18 : eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1 appartient au
complexe protéique chargé d’initier la traduction de certains ARNm impliqués notamment
dans la régulation de I’activité mitochondriale. Cinq mutations dans ce géne ont été décrites
chez des patients parkinsoniens en 2011 [223]. Par contre, la coségrégation n'a pu étre
démontrée que pour la mutation p.R1205H, retrouvée initialement dans une famille frangaise

puis chez des patients américains, canadiens, irlandais, italiens et tunisiens [223].
VI2.2. Les genes autosomiques récessifs

v12.2.1. Le géne Parkin (PARK?2)

Le geéne Parkin se localise sur la bande cytogénétique 6q25.2-q27 et est composé par 12
exons qui s’étend sur 1.380 kb [224].PARK?2 code pour une E3 ubiquitine ligase contenant un
domaine RING impliqué dans la dégradation des protéines par le protéasome. La Parkin est
¢galement impliquée pour le contréle de la qualité mitochondriale par la dégradation des
mitochondries endommagées par 1'autophagie, ou mitophagie lysosomale [225]. En effet, la
Parkin est recrutée par les mitochondries endommagées ou elle active le systeme ubiquitin-

proteasome (SUP) en vue de la protéolyse de la membrane mitochondriale externe [226].



Le locus Parkin a été le second gene li¢ a la MP et le premier li¢é a une forme récessive
précoce par la découverte d’une délétion de I’exon 4 [227]. Depuis, plus de 204 mutations ont
¢été identifiées incluant des mutations ponctuelles et des réarrangements exoniques (délétions,
duplications ou triplications). Les mutations Parkin expliqueraient jusqu’a 50% des formes
familiales et 18% des formes sporadiques récessives précoces de la MP [228].

Certaines mutations ponctuelles modifient la localisation cellulaire, la solubilité ou la
propension a s'agréger de la Parkin[229-231]. D'autres mutations entrainent une perte de
fonction de la Parkin. Les souris KO pour PARK?2 présentent une réduction des protéines de
la phosphorylation oxydative mitochondriale, une diminution de la capacité respiratoire
mitochondriale et une augmentation des dommages oxydatifs age-dépendants [232]. La
perturbation de I’élimination des mitochondries endommagées (mitophagie) semble étre un
des mécanismes principaux de la mort neuronale associée a la Parkin[232].

Les MP familiales liées a PARK?2 sont typiquement précoce, survenant avant 40 ans avec une
progression lente et une bonne réponse a faibles doses de la L-dopa. Mais elles sont
caractérisées par la fréquence élevée des signes dystoniques, une perte neuronale importante

dans la substantia nigra et I'absence de corps de Lewy dans la majorité des cas [139, 233].

v1.2.2.2. PTEN-Induced Putative Kinase 1: PINK1 (PARK®6)

PARKG®6 a été d'abord localisée sur le chromosome 1p35-p36 dans une grande famille italienne
consanguine avec une MP a début précoce a transmission autosomique récessive [234]. Par la
suite, PINK I (phosphatase and tensin homolog (PTEN)-induced putative kinase a été identifié
comme le geéne responsable [235]. Le géne PINKI code pour une sérine/thréonine kinase
mitochondriale située dans la matrice et l'espace intermembranaire [236]. Cette protéine a un
role essentiel dans 1'homéostasie des mitochondries en intervenant dans l'autophagie des
mitochondries endommagées ou dépolarisées [237] (Figure 11).

Le potentiel membranaire mitochondrial entraine 1'importation dePINK1 a travers le complexe
TIM ou les protéases MPP et PARL clivent la s€quence de ciblage mitochondrial de PINK et
le domaine transmembranaire entre Alal03 et Phe104. Ce clivage crée une phénylalanine N-
terminale libre qui est identifiée par des ligases d'ubiquitine E3 ciblant PINK! au protéasome
ubiquitine. La dépolarisation des mitochondries ou le blocage de I'importation mitochondriale
provoque l'accumulation de PINKI sur la membrane mitochondriale externe. Tomm?7, une
sous-unité accessoire du complexe TOM, retient PINK/ sur la membrane mitochondriale
externe. L’accumulation de PINKIprovoque le recrutement de la Parkin qui sera activée suite

a sa phosphorylation par PINKI. La Parkin ubiquitine des protéines sur la membrane



mitochondriale externes pour I’initiation de l'autophagosome. L'autophagosome est ensuite

délivré au lysosome pour dégradation [238].

La déficience en PINKI entraine des anomalies mitochondriales associées au stress cellulaire,

un phénotype pathologique, qui peut étre amélioré par 1'expression accrue de la Parkin [239]
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Figure 11.Autophagie des mitochondries endommagées viaPINK1 et PARK2[238].

(A) Role dePINK1 et PARK?dans le cas d’une mitochondrie normale.PINK1 est importé au niveau des
mitochondries normales ou MPP et PARL clivent sa séquence de ciblage mitochondrial puis il sera
dégradé par une protéasome ubiquitine. (B)Role de PINK1 et PARK?2 dans le cas d’une mitochondrie
endommagée.PINK 1 est retenu par Tomm?7 et s’accumule sur les mitochondries endommagées, ce qui
va provoquer le récrutement du PARK2. (C)Modéle de mitophagie induite par la PARK?2. Le
recrutement du PARK2qui initie l'autophagosome. Fisl est un récepteur sur la membrane externe qui
lie deux protéines TBC1D15 / TBC1D17 pour gouverner la membrane d'isolement LC3 pour générer
l'autophagosome autour des mitochondries endommagées. L'autophagosome est ensuite délivré au
lysosome pour dégradation. (D)L'équilibre entre les mitochondriesendommagges et leur phagocytose
contribuant a la pathogenése de la MP.
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v12.2.3. Le géne Oncogene DJ1 (PARKY)

DJ1 est une protéine cytoplasmique, mais qui peut également se transloquer dans les
mitochondries [240]. DJ1 joue un réle important dans la lutte contre le stress oxydatif [241].
Ses propriétés antioxydantes dépendraient d'un résidu de cystéine en position 106, qui sous
forme oxydée forme une liaison disulfure [242].

Des mutations du géne DJI, constituent la troisiéme cause connue de MP récessive précoce.
Une délétion des cinq premiers exons du géne et une mutation faux-sens ont été d’abord
identifiées dans deux familles consanguines [243]. Les MP liées a DJI semblent trés rares et
ne présentent qu’environ 1% des formes récessives de la MP [143]. Les manifestations
cliniques des patients sont similaires a celles observées chez les autres formes causées par
PARK?2 ou PINKI. Une seule famille italienne présentant un syndrome parkinsonien avec

démence et d’une sclérose latérale amyotrophique [244].

V1.2.2.4. Autres genes rares

-ATPI3A2/PARKY: ATPI342 est une protéine membranaire lysosomale avec un
domaine ATPase qui est principalement exprimée dans le tissu cérébral et surtout dans le
mésencéphale ventral [245]. Des mutations homozygotes et hétérozygotes composites dans le
gene ATP1342 ont été découvertes dans une famille jordanienne et une famille chilienne
ayant un syndrome de Kufor-Rakeb [245]. C’est une forme de MP atypique caractérisée par
un age de debut tres précoce (11-16 ans), un syndrome parkinsonien dopa-sensible, des signes
pyramidaux, une démence et une paralysie supranucléaire du regard [246].

- PLA2G6/PARK14 : ce geéne a été identifié chez 2 familles non apparentées avec un
syndrome parkinsonien avec dystonie. Le trouble était caractérisé par un déclin cognitif
progressif rapide, une bradykinésie, une rigidité et une dystonie [247].

- FBXO7/PARKI1S : des mutations de la protéine F-box 7 provoquent un syndrome
pyramidal qui est également tres différent de la MP. Les patients ont une difformité Pied bot
depuis 'enfance, développe une spasticité dans les membres inférieurs et parfois les membres
supérieurs, et un parkinsonisme sensible a la L-dopa qui se produit aprés 5 a 20 ans de la
apparition de la spasticité [248].

- DNAJC6/PARKI1Y : ce gene a été identifié chez des familles consanguines qui
présentent un parkinsonisme juvénile ou a age de début précoce. DNAJC6 parkinsonisme est
souvent associée a des troubles cognitifs ou psychiatriques [249-251].

-SYNJI/PARK20 : en 2013, deux équipes indépendantes ont identifi¢ la méme

mutation homozygote p.R258G dans le gene SYNJI associée a une MP juvénile dans deux



familles consanguines d'Italie et d'Iran [252, 253]. Les variations entrainant une perte de
l'activité phosphatase du SYNJI conduisent & un phénotype séveére d’encéphalopathie
épileptique infantile précoce type 53, tandis que les variations entrainent une perte de l'activité
de déphosphorylation limit¢ au domaine Sacl provoquent une MP juvénile associée
généralement a une épilepsie [254].

- VPS13C : en 2016, Lesage et al. ont rapporté trois cas sporadique avec des mutations
dans le gene VPSI3C[256]. Les patients avaient tous un phénotype relativement similaire
débuté a 1’age de 25, 33et 46 ans. La progression a ¢été rapide et sévere. Les trois patients ont
développé des troubles cognitifs séveres [256].

-SPGI1 : ce gene est responsable de la paraplégie spastique type 11. Une mutation
(p-H235RfsX12) a été identifiée chez deux patients d’une famille turque qui ont développé un
parkinsonisme a 1’age de 12 et 15 ans respectivement. Les deux patients présentaient un
tremblement de repos avec une akinésie légere et une réponse modérée a la L-dopa [257]. Un
autre cas une mutation hétérozygote composite (c.3664insT /c.6331insG) a été identifiée avec
un parkinsonisme a 1’age de 16 ans [255]. Ce pendant les patients ont rapidement développé

une paraplégie spastique type 11 [255].

VII. Pathogénése moléculaire

La découverte de formes monogéniques a énormément contribué a une meilleure
compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans la pathogénéese de la MP.

La cause de la mort des neurones dopaminergiques est encore inconnue. Cependant, les
preuves actuelles concordent avec 1'idée que le stress oxydatif, la dysfonction mitochondriale
et la neuroinflammation sont les principaux facteurs impliqués dans 1'étiologie de la MP [258—
261]. 11 a été proposé que divers facteurs génétiques et environnementaux entrainant un
dysfonctionnement mitochondrial, provoquent une accumulation anormale de protéines mal
codées et la génération de stress oxydatif dans le cerveau des sujets Parkinsoniens [261-263].
Dans la MP, la production d'agrégats de protéines peut perturber le potentiel membranaire
mitochondrial et induire un afflux anormal de Ca2+, des activités enzymatiques respiratoires
altérées, une génération réduite d'ATP et des niveaux accrus d'especes réactives de 1'oxygene
(ROS). De plus, une libération anormale du cytochrome C par des mitochondries
endommagées peut déclencher l'activation des cascades de signalisation apoptotiques et la
libération de caspases 3, entrainant la mort des cellules neuronales. La génération de radicaux
libres peut alors entrainer la nitrosylation, l'oxydation et la peroxydation d'autres

macromolécules contribuant directement a la 1ésion neuronale [109].
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Figure 12. Mécanismes moléculaires impliqués dans la pathogénése de la maladie de Parkinson [151].
Une déficience du VPS35 altére I’endocytose vers l'appareil de Golgi et par conséquence le transport
de la GCase aux lysosomes. Une déficience de la GCase altere la dégradation de la SNCA.

L'accumulation de SNCA4, a s

on tour, inhibe le transport de la GCase entre le réticulum endoplasmique

(ER) et I’appareil de Golgi et I’induction de la mort cellulaire. L’inhibition de la mitophagie causée

par des mutations Parkin et PINKI entralne un stress oxydatif résultant aussi par des mutations DJ1.

VIIL

Traitement

VIII.1. Dopa thérapie et agonistes dopaminergiques

La dopamine (3,4-dihydroxyphénylalanine) ne pouvant pas directement étre utilisée en

thérapeutique, du fait de son incapacité a passer la barriere hémato-encéphalique, c’est la L-

dopa, son précurseur, qui

est utilisée. La L-dopa, découverte dans les années 60, fut une

véritable révolution thérapeutique de la MP [264]. La L-dopa est généralement efficace sur les

signes moteurs de la maladie, mais elle est responsable de complications motrices, qui

apparaissent au bout de quelques années d'évolution [265].Elle est administrée associée a un

agoniste de la décarboxyla:

se pour diminuer sa conversion périphérique en dopamine, et ainsi

les effets indésirables qui sont liés a la stimulation des récepteurs dopaminergiques

périphériques. La L-dopa peut étre initialement avantageusement remplacée par les agonistes

36




dopaminergiques chez les patients les plus jeunes (avant 60 a 70 ans), afin de retarder

I’apparition des complications motrices.

VIIL.2. Anti cholinergiques
Aux phases trés précoces de la maladie, on peut utiliser transitoirement chez les sujets jeunes
les anticholinergiques qui ont surtout un effet sur le tremblement, et I'amantadine, qui a un
effet sur le syndrome akinéto-rigide. Ces 2 traitements ont un effet symptomatique trés limité.
Ils sont représentés par les molécules suivantes : Trihexyphenidyle chlorhydrate et

Trihexyphenidyle pour lesquelles nous avons précisé la dose ainsi que la durée de leur prise.

VIIL.3. Stimulation cérébrale profonde
Seuls 5 a 10% des patients parkinsoniens seraient candidats a la Stimulation cérébrale

profonde (SCP). La SCP s’adresse aux patients :

o présentant une MP idiopathique.

e Se manifestant par des symptdmes invalidants malgré un traitement optimisé
et/ou présentant des effets indésirables séveres secondaires aux médicaments
antiparkinsoniens.

o Présentant une excellente dopasensibilité, c’est-a-dire une excellente réversibilité de la
symptomatologie parkinsonienne au maximum d’effets du traitement dopaminergique.

e les patients ne doivent pas présenter : de démence, d’anomalies a I’'IRM
encéphalique pouvant augmenter le risque hémorragique lors de 1’implantation, de

troubles psychiatriques florides et non contrdlés.

Trois cibles différentes peuvent étre proposées : le noyau sous-thalamique (NST) ; le pallidum
interne (GP1) et le noyau intermédiaire du thalamus (Vim). Le choix se porte habituellement
sur le NST. Cette approche est remarquablement efficace sur les signes cardinaux de la MP et
permet de réduire de 50% les doses en dopamine, diminuant ainsi indirectement les
dyskinésies.3 Il s’agit de I’intervention la plus délicate (petites dimensions de la cible) et qui
nécessite un suivi neurologique postopératoire rapproché (ajustement fin des parametres de

stimulation et du traitement médicamenteux).
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B. La population Tunisienne

I. Historique de la population Tunisienne

L.1. Préhistoire de la Tunisie [266]

Les premieres traces de présence humaine en Tunisie datent d’environ 8.000 ans av. JC, a
vingt kilomeétres a I’est de Gafsa, dans ’oasis d’El Guettar. Cette population est connue sous
le nom de « Capsian » (issu du latin Capsa : actuelle Gafsa). Les descendants de la culture
capsienne et d’une population autochtone locale préexistante (apparue in situ en Afrique du
Nord de culture paléolithique Ibéro-maurusienne) et sont généralement considérés comme
"Les Berbéres" [267]. Les données archéologiques indiquent une occupation Berbéres de
I'Afrique du Nord depuis au moins 4500 ans av. JC.

Par son emplacement stratégique au cceur du bassin méditerranéen, la Tunisie a vu une grande
variété d'envahisseurs, de migrants et de colons qui comprenaient des Phéniciens (814—146
av. JC), des Grecs, des Romains (146439 av. JC), des Vandales (439-534 av. JC), des
Byzantins. La province d’Afrique a été aprés abandonnée en grande partie par leurs habitants
romains et grecs, et investies par les Berbéres descendus des montagnes ou montés du désert.
Cependant, le changement le plus important dans I’histoire Tunisienne est di a l'afflux
d'Arabes et de Bédouins qui a conduit a la conversion de la majeure partie de la population
originelle a I'Islam et a l'arabisation. La troisiéme expédition Arabe est menée en 670 par
"Ogba Ibn Nafi" qui a fondé la ville de Kairouan ainsi que sa Grande mosquée. Cette ville
devient la base des expéditions contre le nord et ’ouest du Maghreb. Les Arabes ne se
contentent pas d’occuper la cote et entreprennent de conquérir I’intérieur du pays. L’onzieme
siecle a été marqué par l'arrivée d'environ 400000 Bédouins appartenant aux tribus orientales
de Beni Hilal et Beni Souleim. Le deuxieme événement démographique le plus important de
I'histoire récente de la Tunisie était l'arrivée des Morisco andalous, expulsés d'Ibérie au début
des années 1600. Plus de 80000 Andalous se sont installés dans la partie la plus septentrionale
de la Tunisie comme le village de Zaghouan. Pendant la période coloniale (vers 1881-1921),
environ 116000 Européens (d'Italie, d'Espagne, de Malte, de Grece, d'Autriche, de Russie et
de Belgique) vivaient en Tunisie, dont environ 99000 dans la capitale, Tunis. Dans le méme

temps, la Tunisie était un refuge pour les Marocains, les Algériens et les Libyens.



L.2. La Tunisie d’aujourd’hui

La population tunisienne actuelle est composée d'un ancien fond berbére et des influences des
différentes civilisations établies dans cette région a I'époque historique. Les seules populations
berberes qui ont échappé a I’influence Arabe sont des tribus qui ont été forcées de retourner
dans les montagnes ou de s'installer dans des villages reculés du nord et du sud de la Tunisie
et de maintenir leurs structures tribales. En résultat, dans la Tunisie actuelle, on distingue
deux grandes tribus berberes : le Zenata et le Ketama [268]. Ces tribus représentent a nos
jours le 1 % de la population qui parlent encore le "chelha" (langue berbére) situés
principalement dans les villages semi-berbérophones du sud (Chenini, Douiret, Matmata,
Tamezret), ainsi que dans quelques villages de ’ile de Djerba (Guellala/Iquallalen, Ajim,
Sedouikech/Azdyuch et Ouirsighen/At Ursighen) [269, 270]. De nos jours, les familles
andalouses sont souvent identifiables par leurs noms, comme Zbiss, Marco et Blanco [269].

Actuellement, la quasi-totalité de la population parle 1’arabe tunisien qui est influencé par les
langues des peuples ayant vécu ou administré cette région au cours de [’histoire, dont

notamment 1’arabe, le turc, I’italien, I’espagnol et le francais.
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Figure 13. La répartition géographique des tribus parlant la "chelha" en Tunisie [269].

II. Structure génétique de la population Tunisienne

Depuis 10 ans une nouvelle forme de généalogie a ét¢ développée et a été considérée comme
une alternative probante aux reconstructions préhistoriques a base de fossiles. 1l s’agit de la
généalogie génétique, c'est-a-dire 1’utilisation de I’ADN pour I’identification de nos ancétres.
La classification des haplogroupes humains basée sur les marqueurs génétiques a rapidement
é¢volué. Parmi les différents marqueurs génétiques disponibles actuellement, les plus
intéressants sont les séquences d’ADN héritées unilatéralement d’un seul des parents : I’ADN

mitochondrial (ADNmt) et le chromosome Y.



I1.1. Les différents haplogroupes du chromosome Y
11.1.1. L arbre phylogénétique du chromosome Y

Le chromosome Y présente une grande partie centrale non recombinante qui lui est spécifique
[271]. Par conséquent, comme le chromosome Y ne se transmet que du pére en fils, la partie
non recombinante est idéale pour en déterminer une phylogénie a travers le monde et évaluer
les origines de la diversité de la population. En 2000, Underhill et ses collaborateurs ont
commencé a étudié les haplogroupes du chromosome Y [272, 273]. Ces haplogroupes sont
définis par une série d’all¢les situés sur la partie non-recombinante du chromosome Y. Un
ensemble de 218 polymorphismes a été utilisé pour construire une généalogie parcimonieuse
[274] (Figure 14). Un total de 131 haplotypes uniques a ét¢ défini qui retracent la trajectoire
évolutionnaire mondiale de la diversité génétique humaine moderne (Figure 14) [272, 273].
Le chromosome porté par "Adam" a été représenté comme la racine de tous les lignées.
L'Haplogroupe A et I'Haplogroupe B représentaient les lignées des deux descendants males

d'Adam.
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Figure 14.L’arbre phylogénétique du chromosome Y définit par les SNPs caractéristique de chaque
haplogroupe[275].
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L’haplogroupe A : Il est originaire d'Afrique subsaharienne il y a plus de 140000 ans
[275]. Les populations modernes avec les pourcentages les plus élevés d'haplogroupe A
sont les Khoisan (comme les Bushmen) et les Sud-Soudanais [275]. Le clade A semblé étre
défini par seulement deux marqueurs qui sont M91 et P97 [272].

L’haplogroupe B : L’haplogroupe B est défini par le SNP (M60). L’origine et la plus
grande diversité de ce clade se trouvent en Afrique et les populations Pygmées présentent
la fréquence la plus élevée [272].

L’haplogroupe C : L'haplogroupe C est une lignée extrémement ancienne dont on pense
qu'elle est apparue avant ou peu apres la premicre migration de I'Homo Sapiens en dehors
de I'Afrique, il y a environ 66000 ans [276]. Les hommes appartenant a 1'haplogroupe C
seraient partis d'Afrique de 1'Est pendant I'ére glaciaire et auraient suivi les cotes de I'océan
Indien, s'installant dans la péninsule arabique, le sous-continent indien, I'Asie du sud-est,
1'Asie du nord-est et 'Océanie [276].

L’haplogroupe D : Deux SNPs définissent ce clade (M174 et JST021355) [273].
L'Haplogroupe D n'été trouvé nulle part en dehors de I'Asie, le lieu probable d'origine. Les
lignées D se rencontrent le plus souvent en Asie centrale (Tibet) et au Japon, et sont
¢galement présentes a basse fréquence en Asie du Sud-Est et chez les Andamaniens [273].

L’haplogroupe E : L’insertion d’une séquence alu (YAP ou MI1) est la mutation
caractéristique de ce clade qui est apparu en Afrique du Nord il y’a 62,500 ans[273]. Par
contre il y a un total de 83 SNPs qui marquent ses 56 sous haplogroupes distincts [274]. Ils
peuvent étre trouvés a des fréquences ¢€levées en Afrique, a des fréquences modérées au
Moyen-Orient et en Europe du Sud, et occasionnellement en Asie centrale et du Sud [273].
L’haplogroupe F : L’haplogroupe F est défini par la variation (M89). Il a été observé
principalement sur le sous-continent indien a une fréquence faible ou modérée [274]. 1l est
dérivé de la méme branche que I’haplogroupe C et il est ’haplogroupe ancestral des
haplogroupes G, H, I, J, K, F1, F2, F3, F4 et F*.

e L’haplogroupe G : Il est défini par deux SNPs (M201 et P257) et apparu il y a 48,000
ans. Le clade G n'est pas largement distribué, étant présent principalement au Moyen-
Orient, en Méditerranée et dans les montagnes du Caucase [274].

e ’haplogroupe H : L'haplogroupe H est défini par I'état dérivé au niveau d'un seul
marqueur (M69). Sa distribution est entiérement limitée au sous-continent indien [273].

e L’haplogroupe I : Le clade I (M170), apparu il y a 43,000 ans, représente 1'un des deux

principaux Y-haplogroupes européens et il est pratiquement absent ailleurs [277]. Le
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sous-clade I1 se trouve principalement en Europe du Nord [278]. Le sous-clade 12 est

I'haplogroupe le plus fréquent en Europe de 1'Est et dans les Balkans [278].
L’haplogroupe J : Trois polymorphismes (12f2a, M304 et P209) définissent ce clade.
Le sous-clade J-M172 (J1) étant I'haplogroupe J le plus répandu en Europe. Il est
apparu il y a 13200 ans autour de la région du Caucase et de 1'Anatolie orientale. Le
sous-clade J-M267 (J2) est apparu au Moyen-Orient il y a 22.000 ans. Il prédomine au
Moyen-Orient, Afrique du Nord et Ethiopie [279].

e L’haplogroupe K : L’haplogroupe K (M9) est apparu en Iran ou en Asie centrale il y a

environ 46,000 ans [273]. 1l est ’haplogroupe ancestral des haplogroupes L, M, NO, N,
O,P,Q,R,SetT.

= L'haplogroupe L : Il est défini par six SNPs (M11, M20, M22, M61, M185 et
M295). La majorité des haplogroupes L se trouvent sur le sous-continent indien.
Les chromosomes de 1'haplogroupe L sont également présents au Moyen-Orient,
en Asie centrale, en Afrique du Nord et en Europe le long de la cote
méditerranéenne [273].

= L'haplogroupe M : la répartition géographique de I'haplogroupe M est limitée a
'Océanie proche et lointaine et a 1'Indonésie orientale. La branche M-P87* est
presque entiérement limitée a la Mélanésie [280].

= L'haplogroupe N : l'haplogroupe N est défini par un SNP nouvellement
découvert (M231). Apparu il y a plus de 20000 ans, ce clade se retrouve
principalement en Eurasie septentrionale [277].

= L'haplogroupe O : Ce clade tres diversifié, est défini par quatre SNPs (M175,
P186, P191 et P196) et contient 30 sous-haplogroupes. Le clade O est
I'haplogroupe majeur en Asie de 1'Est. Il est également présent en Asie centrale et
en Océanie a des fréquences moyennes ou basses [273].

= L'haplogroupe P : L'haplogroupe P se compose de deux lignées Q et R
largement distribuées :

o L'haplogroupe Q : Il est défini par la mutation M242. 1l est subdivisé¢ en 13
sous-haplogroupes marqués par 17 SNPs. L'Haplogroupe Q est largement
répandu en Eurasie du Nord et se retrouve a haute fréquence dans certains
groupes sibériens et a basse fréquence en Europe, en Asie de I'Est et au
Moyen-Orient. Le sous-clade Q-M3 (Qla3a) étant presque enti¢rement limité

aux Amériques [281].
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o L'haplogroupe R : I’haplogroupe R (M207) est subdivisé en 28 sous-clades.
Il représente le deuxiéme haplogroupe principale en Europe avec
I’haplogroupe I [273].
= L'haplogroupe S : Le clade S (M230) est principalement présent en Océ€anie et
en Indonésie[280].
= L'haplogroupe T : Clade T est défini par quatre marqueurs (M70, M193, M272
et M184). Il a été observé a basse fréquence au Moyen-Orient, en Afrique et en
Europe [273].
11.2. Distribution a travers le monde des Y-haplogroupes
Afrique du Nord : Haplogroupe E (sous-clade Elblbl),J (J1,J2)et R (R1b)
Afrique subsaharienne : Haplogroupe E, A (Sud-Soudanais), B (Pygmées), J (Ethiopie), R
(sous-clade R1b-V88)
Europe du Nord : Haplogroupe I (sous-clade I1) et N (sous-clade N1)
Europe de Sud : Haplogroupe R (sous-clade R1b), E, L (cote méditerranéenne), S
Europe de I'Est : Haplogroupe I (sous-clade 12), R (sous-clade R1a)
Europe de l'ouest : Haplogroupe G
Asie centrale : Haplogroupe D (Tibet), L, J, O, R (sous-clade R1a)
Asie du nord : Haplogroupe N, Q (sibérie)
Sous-continent indien: Haplogroupe C, F, H, J, K, L, Q, R (sous-clade R1a)
Asie de I'Est : Haplogroupe C, D (Japon), K, O, Q
L’Océanie : Haplogroupe C, K, M (Mé¢lanésie), O, S
Moyen orient : Haplogroupe E, G, J (sous-clade J1), L, T
Asie de I'Ouest : Haplogroupe G (Caucase), L, R (sous-clade R1a)
Australie : Haplogroupe K, C, R
Amérique du Nord : Haplogroupe Q, R (sous-clade R1b1b)
Amérique du sud : Haplogroupe Q (sous-clade Qla3a)
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Figure 15.Distribution a travers le monde des haplogroupes Y-ADN [272, 273].

11.3. Structure génétique de la population Tunisienne révélée par les

lignées paternelles

Bien que de nombreux Tunisiens s'identifient comme Arabes, ils descendent principalement
de groupes berberes avec une contribution substantielle phénicienne/punique, arabe et
occidentale [282]. De nombreuses études ont tenté de décrire la structure génétique de la
population tunisienne en utilisant différents marqueurs autosomiques:

- Les allotypes d'immunoglobulines (GM et KM) [283, 284],

- Les polymorphismes HLA de classe II [285, 286] : HLA-DRBI and -DQB1

- Court répétitions en tandem (STR) [287, 288]

- Les insertions polymorphes d'Alu [289, 290]

- Court répétitions en tandem (STR) marqueurs STR et chromosome Y [291].
Ces résultats ont suggéré une certaine diversité inter-population en Tunisie par rapport a
'Europe et a I'Afrique subsaharienne. Par contre, ces études ont été limitées a I'ile de Djerba.
D’une autre part, 1’analyse du chromosome Y de 159 hommes sains non apparentés
appartenant aux communautés suivantes: un €chantillon urbain d'arabophones de la capitale
Tunis (n = 33); une communauté "andalouse" (Zaghouan n = 32); et quatre petites

communautés berberes (Sened n = 35, Jradou n = 32, Chenini-Douiret n = 27) ; a montré que
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la lignée la plus commune était I'haplogroupe nord-africain Berbére E-M81 (71%) et le sous-
haplogroupe d’origine Proche-Orient (J-M267 supérieure a 29%) [269, 292]. Cependant,

aucune influence majeure en Afrique sub-saharienne ou en Europe n'a été trouvée.
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Figure 16.Répartition géographique de I’haplogroupe E1b1b1b d’origine berbére en Tunisie [269,
292].
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I. Cohorte d’étude

» Patients : Notre étude a porté sur 250 patients atteints par la maladie de Parkinson
appartenant a 245 familles différentes. Les données épidémiologique, cliniques et les
¢chantillons sanguins ont été collectés aupres du:

- Service de Neurologie de I’Hopital Habib Bourguiba de Sfax : 189 patients
- Service de Neurologie de I’Hopital Razi Mannouba : 61 patients

» Témoins : Nous avons récruté 60 témoins sains non apparentés (60% des hommes).

Aucune histoire de maladie neurodégénérative n’a été mentionnée pour ces témoins. Ils

¢taient essetiellement originaire du sud Tunisien. L age moyen des témoins est de 56 ans.

I.1. Recrutement et collecte des données
Le recrutement des patients était d’une fagon aléatoire et non ciblé. Tout patient qui répond au
critere du diagnostic de la MP selon la société internationale de Parkinson et les troubles de
mouvements (International Parkinson and Movement Disorder Society : MDS) a été inclus
dans notre étude [65]. La présence de signes d’alerte ou de drapeaux rouges pouvant mettre
en doute le diagnostic de la MP ou Dl’existence probable d’une autre étiologie pouvant
expliquer les signes observés ont été considérées comme des critéres d’exclusion [66].
Le recueil de toutes les données ainsi que 1’évaluation clinique des patients ont été réalisés par
le méme investigateur. Tous les patients ont accepté¢ de donner un consentement €crit pour
participer a 1’étude. Nous avons établi une fiche de diagnostic individuelle (Annexe 1) afin de
recueillir les données épidémiologiques, cliniques et para cliniques de chaque patient. Cette
fiche de diagnostic comportait les éléments suivants :
e Les données épidémiologiques : 1’age, le sexe, I’origine géographique, les antécédents
personnels et familiaux, les habitudes, le pedigree de la famille
e C(riteres de diagnostiques cliniques de la maladie de Parkinson selon la MDS:
syndrome parkinsonien et criteres d’exclusion
e [’age et les symptomes de début de la maladie
e La durée d’évolution
e Signes moteurs actuels lors de ’examen : tremblement de repos, akinésie, hypertonie
plastique, instabilité posturale évaluée par I’épreuve de la poussée
e Signes non-moteurs : identifier a ’aide d’un bref questionnaire évaluantles douleurs et
les signes sensitifs (crampes et contractions musculaires brilures, syndrome des
jambes sans repos, douleurs), les troubles du sommeil (insomnie, fragmentation du

sommeil), les troubles neurovégétatifs (hypersudation, troubles digestifs, troubles
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vésicosphinctériens, troubles urinaires, hypotension orthostatique), les troubles

cognitifs (score MMSE), troubles psychiatriques (échelle de dépression Beck)

e Traitement: dose, réponse au traitement, complications (fluctuations motrices,

phénomene ON-OFF, dyskinésie), agonistes

e Scores cliniques moteurs réalisé en phase « ON » apres I’administration du traitement

pour évaluer la sévérité de la maladie (UPDRS III et stage Hoehn et Yahr).

1L.2. Données épidémiologiques

Les 250 patients provenaient du sud, centre et du nord tunisien. La plupart (n=155, 62%)

¢taient originaires du gouvernorat de Sfax. La répartition géographique des patients est

détaillée dans la Figure 17.
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Figure 17. Répartition géographique des patients.

Notre cohorte avait un age moyen relativement jeune et la majorité des patients est issue d’un

milieu rural ou les mariages consanguins sont fréquents (Tableau 1).

Tableau 1. Les données démographiques et épidémiologiques de notre cohorte

Données démographiques

Age moyen

Age de début moyen
Taux de consanguinité
Sexe male

Cas familiaux

Cas avec age de début précoce (<50ans)

61.78 £ 12.8 ans

54 £12.74 ans [16-81 ans]
55,70%

61%

44%

34%
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L.3. Données cliniques
13.1. Age de début

Selon 1'age de début de la maladie, les patients étaient subdivisés en 3 groupes:
e Parkinson juvénile : les premiers symptomes de la MP apparaissaient <30 ans,
e Parkinson a début précoce : 1’age de début de la maladie < 50 ans,
e Parkinson a début tardif ou parkinson idiopathique : I’age de début de la maladie > 50
ans.
La répartition des différentes formes cliniques de la maladie en fonction de 1’age de début

sont résumées dans la Figure 18.

Parkinson a début tardif (> 50 ans) 64%

Parkinson a début précoce (< 50 ans) 34%

Parkinson juvénile (<30 ans) JZ%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%

Figure 18.Répartition des formes de la MP selon I’age de début dans notre cohorte.

1.3.2. Scores cliniques
L’examen neurologique a été réalisé apres une durée d’évolution moyenne de 5 ans [3 mois -
43 ans] et sous traitement en période « ON ». Nous avons procédé a 1’évaluation du degré de
sévérité¢ de la maladie et le degré d’autonomie des patients ainsi que le retentissement des
différents symptomes de la MP sur la vie quotidienne et sur la qualité de vie. La recherche des
signes associés et des complications de la MP a été réalisée par I’interrogatoire et confirmée
par ’examen clinique et l’utilisation dans certains cas d’échelles cliniques et de tests

standardisés.

13.2.1. Score UPDRS III

Ce score évalue les symptomes moteurs et leur intensité au moment de 1’examen sur la base
de 27 items (Total /108):
e Tremblement de repos: Présence du tremblement au repos et son siege (membre
supérieur (MS), membre inférieur (MI), région péribuccale...).

e Akinésie :
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o Un facies figé.

o Une rareté du clignement des paupieres.

o Des signes a la marche: une diminution du balancement des bras, une marche a petits
pas, un freezing, une lenteur des gestes.

o Un ralentissement des mouvements alternatifs par les manceuvres suivantes
opposition pouce-index, ouverture - fermeture de la main et la marionnette.

o Etude de la voix et de sa fluence.

o Des troubles de 1’écriture avec micrographie.

e Hypertonie plastique:

o Son siege.

o L’existence d’une rigidité plastique en tuyau de plomb.

o Le renforcement de la résistance par a-coups successifs ou le phénoméne de la roue
dentée.

o La diminution du ballancement des mains.

o Le test du poignet figé duFroment.

e Autres signes :

o Une exagération des réflexes de posture.

o Une instabilité posturale évaluée par 1I’épreuve de la poussée.

13.2.2. Hoehn and Yahr scale

Ce score évalue la sévérité globale du syndrome parkinsonien (5 stades).
13.2.3. MMSE

Les troubles cognitifs ont été estimés a I’aide de la version arabisée du MMSE (Annexe
2).Tout score MMSE supérieur ou €gal a 21 pour les patients avec un niveau scolaire college
(<6 ans d’étude), 23 pour un niveau secondaire (6-13 ans d’¢tude) et 24 pour un niveau

universitaire supérieur (> 13 ans) a été considéré comme normal [293].

13.2.4. Beck Depression Inventory

La dépression a été évaluée par 1’échelle de Beck (Annexe 3). Pour nos patients adultes et non
hospitalisés, la dépression est considérée seulement quand le score est supérieur ou égal a 20
(séverement déprimés) [294].

1.3.3. Traitement
La dose quotidienne équivalente de 1évodopa a été calculée selon la table de conversion
proposée par Tomlinson et al. [295]. Pour déterminer le degré d'amélioration, le score UPDRS

a été calculé le matin avant la prise du médicament et toutes les 30 minutes aprés l'ingestion
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du traitement jusqu'a I'obtention du score UPDRS Ie plus bas. Le pourcentage d'amélioration a

été calculé comme suit:

UPDRS de base — UPDRS le plus bas apres le médicament
X

UPDRS de base 100

% Amélioration =

1.3.4. Symptomes non moteurs
Les fonctions autonomiques et sensorielles et le sommeil ont été systématiquement évalués
par un bref questionnaire et rapportés dans la fiche individuelle de diagnostic.
1.3.5. Classification des patients en fonction de la forme clinique
Les patients ont été classés en sous-types moteurs selon la méthodologie décrite
précédemment [296]. On se basant sur I'UPDRS III, nous avons calculé un score moyen de
huit éléments du tremblement (auto-évaluation du tremblement, tremblement du menton,
tremblement au repos des bras droit et gauche, tremblement au repos des jambes droite et
gauche et tremblement d’action des bras droit et gauche a I'examen), ainsi qu'un score moyen
de cinq items de ’instabilité posturale et le trouble de la démarche PIGD (chute, congélation,
difficulté a marcher, démarche et instabilité posturale a 1'examen).
Un rapport du score de tremblement divisé par le score PIGD a été ensuite calculé. A l'aide de
ce score, les patients ont été classés en trois groupes:
e Le phénotype tremblant (TD) : ratio > 1,5
e Le phénotypede I’instabilité posturale et le trouble de la démarche (PIGD) : ratio< 1

e Les phénotypes indéterminés : ratio entre 1-1,5

| |
Phénotypes indéterminés 23.60%
Phénotype TD 36%
Phénotype PIGD 40.40%
| ! ! |

0% 10% 20% 30% 40% 50%

Figure 19.Répartition des malades selon les formes cliniques motrices dans notre cohorte classée en
se basant sur le score UPDRS-III.
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II. Méthodes

11.1. Stratégie générale d’étude
Au cours de notre étude, nous nous sommes intéressés a 1’étude moléculaire des geénes
impliqués dans la maladie de Parkinson. Etant donné que la mutation p.G2019Ssur le gene
LRRK2est la mutation la plus fréquente dans la population Nord-Africaine [191]; nous avons
criblé cette mutation en premiére étape par la méthode de Tagman. Chez les porteurs de la
mutation p.G2019S, nous avons étudié le phénotype associé a cette mutation et les facteurs
qui peuvent influencer 1’age de début de la maladie. Puis, nous avons recherché d’autres
mutations causales au niveau des 22 genes impliqués dans la MP par Target sequencing. Les
CNVs et les mutations identifiées ont ¢été validés par MLPA et séquengage Sanger
respectivement. Vu qu’il existe plusieurs pseudogenes du gene GBA qui peuvent géner sa
capture au cours du Target sequencing, les exons et les régions introniques de ce geéne ont été
séquencés chez tous les patients par la méthode de Sanger. Nous avons aussi recherché 1’effet
fondateur et I’origine ethnique des deux mutations fondatrices LRRK2-p.G2019S et PINKI-
p.Q456*. Finalement la recherche des nouveaux genes impliqués dans la maladie de
Parkinson a été réalisée par exome sequencing chez des patients consanguins ayant un age de

début de la maladie inférieura 40 ans.

Miseq NGS lllumina
Tagman assay Sanger sequencing HiSeq 2000

Analysedela [N Séquencage du \
mutation géne GBA Fene =1 Sequencing
LRRK2-G2019S

~. ./__. ~\

*Fréquence *Analyse In-silico ' * Fréquence *Recherche des

des nouvelles . nouveaux génes
*Haplotype L . R
piotyp variations Qorrelatlons impliqués dans la
porteu r O genOtype' MP
-Origine ethnique -Qa_racterlsthues phénotype
- cliniques _
Caractéristiques *Mutation
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Figure 20. Stratégie générale de 1’étude génétique de la MP dans notre cohorte.
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11.2. Extraction de ’ADN génomique total a partir du sang
L’extraction de I’ADN total a été faite a partir de 10ml du sang prélevé sur 1’agent
anticoagulant EDTA. La lyse des globules rouges a été réalisée pendant 20min dans 40ml de
tampon de lyse rouge (1X). Une centrifugation pendant 10min a 3500rpm a permis la
récupération des globules blancs dans le culot qui a été suspendu dans 5ml de tampon de lyse
des noyaux (1X). L’ensemble a ét¢ homogénéis¢é pendant 20min sur un rotor. La
déprotéinisation de la solution a été réalisée au moyen de Sml du phénol/chloroforme suivit
d’une homogénéisation pendant 10min sur un rotor.La séparation des phases a été faite par
centrifugation pendant 10min a 3500tr/min. La phase aqueuse a été récupérée et I’ADN a été
précipité en ajoutant deux volumes d’éthanol absolu (10ml). La méduse d’ADN observée, a
¢été lavée avec une solution d’éthanol-TE (80% ; 20%), puis séchée pendant environ 1 heure.
L’ADN a été suspendu ensuite dans une solution TE et conservé a - 20°C.
La composition des tampons utilisés est la suivante :

- Tampon de lyse des globules rouges (pour préparer un litre d’une solution 20X) :
NH4C1 155mM (165,8g) ; KHCO3 10mM (20g) ; EDTA (0.5M pH=7,4) 40ml.

- Tampon de lyse des noyaux (pour préparer un litre d’une solution 1X): Acétate de
Lithium dihydrate (CH3COOLi-2H20) 0,3M (35g) ; NaEDTA 1mM (10 ml d’une
solution 100mM) ; Tris-HCI 10mM (10ml d’une solution 1M pH=8) ; SDS 20g aprées
autoclavage.

- TE: Tris-HC1 10 mM pH 8; EDTA 1 mM.

La qualit¢ de ’ADN a été controlée par visualisation sur gel d’agarose 0.8 % et la
concentration a été mesurée en utilisant un spectrometre a UV pour des micro-volumes
(NanoDrop™ 8000 Thermo Scientific) selon les recommandations des fournisseurs. La pureté
de ’ADN a été estimée par la mesure du rapport DO260nm/DO280nm dont une valeur
comprise entre 1,8 et 2 est synonyme d’un ADN pur. Les ADNs contaminés par le phénol ou
des protéines ont été purifiés en utilisant le kit « Genomic DNA Clean & Concentrator® -
Zymo Research »selon le mode opératoire recommandé par le fournisseur.

Pour utilisation en Target ou exome sequencing, les ADNs ont été dosés par un fluometre

(Qubit, Quant-iT kits, Invitrogen).

11.3. Criblage de la mutation LRRK2-p.G2019S par Tagman

La mutation p.G2019S sur le géne LRRK?a été criblée chez tous les patients par la technique

de Tagman en utilisant un ensemble de sondes et d’amorces spécifique (TagMan® Assays
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and Arrays : catalogue number 4351379). La sonde spécifique a la séquence sauvage a été
marquée par un fluorophore VIC a son extrémité 5°, alors que la sonde spécifique a la
séquence mutée a ¢été marquée par un fluorophore FAM. La réaction a été réalisée dans un
volume final de 5ul contenant 0.25ul des sondes spécifiques, 2.25ul Applied Biosystems™
TagMan™ Multiplex Master Mix, 0.5u1 H2O-DEPC, 2 ul ADN (20ng/ul). Le génotyage a été
fait dans un appareil Applied Biosystems™ 7500 Fast Dx Real-Time PCR selon le
programme suivant : 95°C pendant 30s, 50 cycles : 3s a 95°C, 30s a 60°C.
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Figure 21. Principe de la technique de Tagman utilisée pour le génotypage de la mutation p.G2019S.

I1.4. Double capture de Target Sequencing et Next Generation Sequencing
Parmi les patients non porteurs de la mutation p.G2019S, les cas familiaux ou sporadiques
avec un age de début de la maladie précoce (77 cas) ont été le sujet d’analysede 22 geénes
impliqués dans la MP par Target sequencing. Les genes ciblés étaient : ATP1342, DCTNI,
DNAJC13, DNAJC6, SPG11, EIF4G1, FBXO7, GBA, GCHI, LRRK2, PANK2, PARK?2, DJ-
1, PINKI, PLA2G6, POLG, SNCA, SYNJ1, TH, UCHLI, VPSI13C et VPS35. Le design des
sondes spécifiques contre tous les exons codants des 22 genes a été réalisé en utilisant le
logiciel NimbleDesignl et la longueur des amplicons variait entre 250 et 500 pb. Le kit
custom Design KAPPA Library Preparation Kit (Roche) a été utilisé pour hybrider et double
capturer les séquences d'ADNcibles. La librairie des échantillons d’ADN multiplexés a été
séquencée directement sur le séquenceur MiSeq Illumina. Un run de 24 échantillons a été
effectué en suivant les étapes suivantes (Figure 22):

- Fragmentation de I’ADN génomique: 200ng d’ADN génomique ont été fragmentés par
sonication afin d’obtenir des fragments de 150 a 1500 pb.
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- Réparation des extrémités : la réparation enzymatique des extrémités a été réalisée en utilisant
le kit « KAPA end repair enzymes » durant une incubation de 30min a 20°C.

- A-Tailing et la ligation des adaptateurs : en utilisant le kit « KAPA», une séquence poly-
adénine a ¢été ajoutée aux fragments d’ADN. Cette séquence a servi a la ligation des
adaptateurs inclus dans les deux kits KAPA Single-Indexed Adapter Kit, Set A + B. Chaque
adaptateur contient : une séquence spécifique pour la fixation des fragments de la librairie sur
la puce (P5, P7), une séquence complémentaire des amorces utilisées lors de 1’amplification
et une séquence permettant I’identification des échantillons pendant le séquencgage (séquence
index). Chaque kit (set A et set B) contient 12 séquences index spécifiques.

- Double sélection des fragments: les fragments ont été sélectionnés en fonction de la taille en
utilisant des billes magnétiques « Agencourt® AMPure® Xtra Performance (XP) reagent ».
Au cours du premier lavage les fragments avec une taille supérieure a 450 ont été fixés sur les
billes. Au cours du deuxieéme lavage les fragments de taille inférieure a 250 étaient capturés.
Finalement seulement les fragments avec une taille entre 250 et 450pb ont été retenus.

- Double capture : cette étape consiste a I’enrichissement de la librairie :

¢ Ligation mediated PCR (LM-PCR) : les fragments ont ét¢ amplifiés (PCR de 7 cycles) en
utilisant des amorces (Pre LM-PCR Oligo1&2)complémentaires des séquences situées sur
les adaptateurs. Cette réaction est assurée par le KAPA HiFi HotStart Ready mix DNA
polymerase. La librairie amplifiée est ensuite purifiée en utilisant des billes magnétiques.

e Multiplexage : Les 12 échantillons de chaque KAPA Single-Indexed Adapter Kit, Set A +
B ont ét¢ mélangés dans un seul tube en utilisant la méme quantité de chaque échantillon.

e Hybridation : les sondes biotinylées ont ét¢ hybridées aux fragments amplifiés et
multiplexés pendant une nuit a 47°C.

e Capture : les fragments biotinylées ont €té¢ ensuite capturés pendant 45min a 47°C en
utilisant des billes pres-traitées par le streptavidin. Plusieurs étapes de lavage sont
effectuées apréspour I’élimination des fragments non spécifiques.

e Post capture LM-PCR: cette étape (5 cycles de PCR) permet d’amplifier les fragments
capturés qui correspond aux exons des geénes incorporé dans le panel.

¢ Deuxie¢me capture : pour augmenter la qualité et la spécificité des fragments sélectionnés.

- Préparation de la librairie pour le Miseq sequencing : les deux librairies du SeqCap kit A et B
ont été mélangés et dénaturées. Le mélange a été transféré ensuite sur la puce illumina.

- Miseq sequencing : Le systéme de séquencage MiSeq permet le séquengage en simultané de

plusieurs millions de fragments d’ADN. La technologie utilisée repose sur une amplification

54



en ponts des fragments d’ADN sur support solide (flow cell) suivi d’un séquencage par

synthése chimique (SBS) des colonies d’ADN préalablement amplifiés.

e Readl : les fragments se fixent sur la puce par I’intermédiaire des séquences P5 et P7

des adaptateurs. Le premier séquengage consiste a séquencer que les fragments

rattachés par le P7 en utilisant des amorces complémentaires des séquences

incorporées dans les adaptateurs.

e Identification du patient : a la fin de read 1, des amorces ont été ajoutées.Ces amorces

se fixent sur I’extrémité de P7 et elles servent au séquencage de la séquence index.

e Read 2 : séquencage des fragments rattachés par leur séquence P5.

O Fragmentation de ’'ADN génomique
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Figure 22.La technique de double capture de Target Sequencing et Next Generation Sequencing
utilisée pour le séquengage de 23 génes impliqués dans la maladie de Parkinson.
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I1.5. Exome sequencing
Parmi les 54 patients pour lesquels aucune mutations n’a été identifiée, nous avons choisi 24
patients dont I’age de début de la maladie est <40ans pour la recherche des nouveaux genes
impliqués dans la maladie de Parkinson par exome sequencing. La capture des séquences,
I’enrichissement et 1’élution ont été effectués selon le protocole et les recommandations du
fournisseur en utilisant le kit Illumina TruSeq Exome Enrichment. 3 ug d’ADN génomique
ont ét¢ fragmentés par sonication, et purifiés afin d’obtenir des fragments de 150 a 200 pb.
Les extrémités ont été ensuite réparées, modifiées par 1’ajout d’une poly-adénine aux
extrémités 3°qui a servi ensuite pour liguer les adaptateurs oligonucléotidiques de séquengage
a chaque extrémité. Ces fragments sont alors de nouveau purifiés et amplifiés par 4 a 6 cycles
de PCR. Les librairies purifiées sont alors hybridés a la banque de sondes oligonucléotidiques
de capture pendant 24h. Aprés hybridation, lavage et élution, les fragments capturés de
chaque échantillon ont été¢ de nouveau amplifiées (10 a 12 cycles de PCR) avec 1’ajout d’un
index spécifique de chaque échantillon. La fraction obtenue a été alors purifiée et quantifi¢e
par PCR quantitative afin d’obtenir suffisamment d’ADN matrice pour la suite du processus
en aval. Le pool des échantillons a étéainsi réalisé, quantifié et déposé sur le HiSeq 2000®

d’Illumina pour séquengage.

11.6. Analyse bio-informatique

11.6.1. Alignement des séquences et détection des variations
Le séquencage réalisé est un séquengage a une profondeur moyenne de 60X (chaque base est
lue en moyenne 60 fois). La couverture moyenne était de 1128X (137-2038 X) et le
pourcentage moyen de couverture a 30X était de 98,7% (de 96,5 a 99,6%) pour tous les
individus testés. Les données de sortie (output data) du MiSeq et HiSeq sont des séquences
(reads) séparées en fonction de leurs codes a barres (index). Les fichiers bruts de format BCL
ont été d’abord convertis, en utilisant le logiciel CLC Genomics Wokbench 7.0, en fichiers de
format FASTQ qui permettent de stocker les s€équences nucléiques et leurs scores de qualité.
L’alignement de ces séquences sur le génome Humain de référence (GRCh37/hgl9) a été
réalisé en utilisant Burrows-Wheeler Aligner (BWA, v0.7.12) pour la détection des variations.
Ces fichiers ont été ensuite compressés, indexés et convertis en fichiers BAM, permettant de
visualiser les séquences alignés par IGV ou Alamut. Les reads dupliqués ou avec une qualité
d’alignement trop faible ont été éliminés en utilisant le logiciel Picard. Les fichiers BAM ont
subi un nouveau réalignement a 1’aide de 1’outil Genome Analysis Toolkit (GATK). Les

variations ont été annotées avec le logiciel ANNOVAR.
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A T’issue de cette analyse, pour chaque échantillon, un fichier Excel recensant les données
suivantes a été généré: la variations, le géne et I’exon dans lequel la variation a été détectée, le
chromosome, la région, I’allele de référence et 1’allele trouvés dans les lectures, zygosité,
compte, couverture, fréquence, nombre de lectures forward, nombre de lectures reverse,
qualit¢ moyenne, nom du géne, référence ENSEMBL, changement en acide aminé, la
nomenclature de la variation non-synonyme, l'effet sur ['épissage, filtre de qualité
(PASS/LowQual), fréquences dans les bases de données, fréquence allélique mineure (MAF).

11.6.2. Filtrations et sélection des variations

Les variations ont été filtrées en utilisant le programme PolyWeb (Imagine Institute - Paris
Descartes University). Les variations retenus sont ceux qui affectent la séquence codante ou

les sites d'épissage, qui sont rares (MAF< 1%) et qui sont bien couvert (PASS).
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Figure 23. Analyse des résultats de target sequencing sur Polyweb. Les filtres utilisés pour I’analyse
sont encadrés en rouge.

11.6.3. Analyse de la couverture et des CNVs

La couverture a été analysée en utilisant le programme PolyDiag de Polyweb. Ce programme
indique des informations spécifiques sur la couverture telles que la longueur de la région
ciblée, le nombre des lectures, le nombre de base, la couverture minimale, la couverture
maximale, la couverture moyenne et les bases a couverture nulles. L'analyse de la couverture
est importante pour prendre en compte les variations qui peuvent étre situés sur les exons qui
ont été mal couverts et pour la détection des délétions ou duplication des exons (copie number

variation : CNV).
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Les CNVs ont été détectés a ’aide de la fonction Dup/Del beta qui calcule un score CNV en
utilisant le nombre des lectures (couverture moyenne) pour chaque exon et chaque patient
selon la formule ci-dessous (Figure 24). Pour un géne donné si tout un exon est mal couvert
chez tous les patients (une ligne de couverture toute rouge comme le montre la Figure 24 A)
aucun CNV ne sera calculé puisque cela est di a une mauvaise conception des amorces ou
une région riche en GC. D’autre part, si les exons d’un ou plusieurs géne sont mal couvert
chez le méme patient (une colonne de couverture rouge), les CNVs calculés sont

préalablement non significatifs, vue que cela est due a une mauvaise qualité¢ d’ADN.
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Figure 24.Analyse de la couverture sur PolyDiag et I’équation établie pour le calcul des CNVs,
(A) Analyse de la couverture sous la fenétre coverage du PolyDiag; (B) Analyse des CNVs sous la
fenétre Dup/Del beta du PolyDiag.

11.6.4. Analyse in-slico de la pathogénicité des variations

Le logiciel Alamut® Visual a ¢été utilis€ pour visualiser les fichiers BAM afin d’étudier
directement les variations détectés par NGS et pour analyser la pathogénicité de celles
sélectionnées. La base de données d’Alamut® Visual contient plus de 28000 génes codants,
non codants ainsi que des pseudogenes. Les informations sont recueillies a partir de
différentes bases de données publiques telles que le NCBI, ’'UCSC et I’EBI et d’autres bases
de données telles que gnomAD, ESP, Cosmic, ClinVar, HGMD et CentoMD.

Alamut fournit des données de conservation des acides aminés a travers de nombreuses
especes et des informations sur les domaines protéiques de chaque protéine. De plus, il intégre
plusieurs outils et algorithmes de prédiction de la pathogénicité des variations faux-sens

(SIFT, PolyPhen, AlignGVGD ou MutationTaster). Il propose aussi une fenétre dédiée a
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I’¢tude de D’effet des variations sur 1’épissage de I’ARN, permettant de mesurer 1’impact

potentiel sur les sites consensus et de visualiser les sites cryptiques ou de novo (Splice Site

Finder, MaxEntScan, NNsplice, Genesplicer, Human Splicing Finder).

De plus de Alamut différents autre programmes pour I’étude de la conservation et la

prédiction de la pathogénicité ont été utilisés (Tableau 2).

Tableau 2.Description des logiciels de prédiction in-silico utilisés.

Programme Type Out-put Réf
ConSurf . \ 1 : Variable
Prediction Conservation entre les espéces 9 : Hautement Conservé [288]
Conservation évolutive et C0 - non délétere
GVGD caracterlst}q}les biophysiques des C65 - hautement délétere [289]
acides aminés
. . Score >-2.5 : neutre
Provean Conservation évolutive Score <-2.5 - délétere [290]
. " <0.5 : neutre
Poly-phen2 Séquence et structure protéique 0.9 : probablement [291]
endommageant
Localisation de la variation par <0.5 : neutre
PMUT rapport aux autres mutations causales  >0.5 : pathogene [292]
PhD-SNP Alggrlthme c!e formation Supervise a Va’rlatlon neutre ou liée a un [293]
partir de la séquence protéique en phénotype pathogéne
question
SNPs&GO Seql}fznce, profil et fonctions Variation neutre ou mutation [294]
protéiques causale
Mutation Localisation de la variation et sa Polymorphisme ou mutation
. . [295]
Taster fréquence dans les bases de données causale
Conservation évolutive, structure >50% substitution considérée
Mutpred - S . X [296]
protéique et propriétés fonctionnelles ~ comme pathogéne
I-Mutant 2.0 Prédiction des changements de La valeur de variation [306]

NetNGlycl.0
Server

stabilité

Effet de la variation sur la
glycosylation

d'énergie libre (DDG)

Indique les différents sites
observés avec leurs scores.
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11.6.5. Analyse de [’effet des variations sur la structure de la protéine
Les structures mode¢les des différentes protéines sauvages et mutées ont été construites par
RaptorX soit par la prédiction des structures secondaires et tertiaires ainsi que l'accessibilité
au solvant, les régions désordonnées et les sites de liaison pour les protéines non cristallisées.
RaptorX attribue des scores de confiance pour indiquer la qualité des résultats de prédiction.
Les mod¢les fournis par RaptorX ont été ensuite visualisés par Swiss Prot/PDB viewer pour la

comparaison de la structure protéique entre la protéine sauvage et mutée et ainsi le calcul du

degré de déviation (RMSD).

11.7. Validation des CNV par MLPA

Les CNV détectés par PolyDiag ont été vérifiés par la technique multiplex ligation-dependent
probe amplification (MLPA)[307]. Cette technique consiste a utiliser des sondes en deux
segments de longueur unique qui, lorsqu’elles s’hybrident a des séquences cibles adjacentes
sur I’ADN génomique peuvent étre liées par une DNA-ligase. Cela permet I’amplification de
tous les sites ciblés d’une région chromosomique d’intérét au moyen d’une seule paire
d’amorce (Figure 25).

Nous avons utilisé le kit SALSA MLPA probe mixes P051-C3/P052-C2 Parkinson (MRC
Holland, Amsterdam, the Netherlands). Ce kit contient 43 sondes localisées sur 8 génes
différents. Les genes inclus dans ce kit sont: SNCA, PARK2, UCHLI, PINKI, PARK?7,
LRRK2, GCHI et ATP1342.

Les ADN (100ng) étaient dénaturés pendant Smin a 98°C puis mélangés a un mix de 1.5ul du
mélange de sondes et 1.5u1 du tampon MLPA. L’hybridation des sondes a été ensuite réalisée
a 60°C pendant une nuit. La ligation a été effectuée pendant 15min a 54°C dans un volume
réactionnel final de 40ul en ajoutant un mix contenant 3ul du tampon A, 3ul du tampon B et
Iul du Ligase. La réaction a été arrétée par une incubation a 98°C pendant 5 minutes. Une
amplification par PCR du produit de ligation a été ensuite effectuée dans un volume final de
50uL en présence de 2ul d’amorces spécifiques (I’amorce sens est marquée en 6-FAM a son
extrémité 5°) et 0.5ul de la polymérase. Le programme d’amplification était le suivant: 95°C
pendant 1min, puis 35 cycles de 95°C pendant 30s, 60°C pendant 30s, 72°C pendant 1min et
enfin un dernier cycle a 72°C pendant 20min. Les produits de PCR peuvent étre conservés
une semaine a -20°C ou immédiatementdilués a 1/5. 1ul du produit dilu¢ a été¢ dénaturé
pendant 3min a 96°C en présence de 15ul de formamide et 0.1ul d’un marqueur de taille
(G500 ROX, Applied Biosystems). Les produits d'amplification ont ¢été séparés par

¢lectrophorese sur un séquenceur ABI 3730. Les hauteurs et les zones des pics ont été
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vérifiées en utilisant la version 3.7 du logiciel GeneMapper (Applied Biosystems), et les

données ont été exportées vers un fichier Excel pour d'autres calculs.

PCR primer Target specific probe PCR primer
sequence X oligonucleotides seqguence Y

Denaturation and
hybridization
Target

[ I 1 DNA

Ligation ‘

ERRRRRRRRRRD DRRRRRRnnnnn
RURLRRRRRRRRRRRRnnnnnnnni

PCR Amplification ‘
AR ¢ ™ 01 L
dye

Figure 25.Principe de la technique du MLPA utilisée pour la validation des CNVs[308].

11.8. Séquencage de Sanger
Les exons dont la couverture est inférieure a une profondeur de 100, ont été séquencés par la
méthode de Sanger. Les mutations sélectionnées et leur ségrégation avec la MP chez les
apparentés disponibles ont été aussi confirmés par séquencage Sanger. Cette méthode de
séquencage a ét¢ également utilisée pour étudier 1’effet fondateur et 1’origine ethnique des
mutations LRRK2-p.G2019S et PINKI-P.Q456* et le séquencage des variations DNM3-
1s2421947 et LRRK?2 (rs11564148 et rs7966550). Le programme Primer3 a été utilisé pour le
design des couples d’amorces au niveau de chaque exon a amplifier. Puis le programme PCR-
in silico a été utilisé pour effectuer un alignement de séquence pour vérifier la spécificité des
amorces.
11.8.1. Amplification par réaction de polymérisation en chaine (PCR)

Pour la plupart des PCR réalisées (sauf pour I’amplification du géne GBA), la réaction et le
programme suivants ont été utilisés. L’ADN a été amplifié par PCR dans un volume
réactionnel final de 15ul contenant 2ul d’ADN génomique (20ng/ul); 1.5ul du tampon de
I’enzyme (10X); 0.4ul ANTP (25mM) ; 0.6ul de chaque amorce sens et inverse (10uM) et
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0.1ul  d’enzyme DNA polymérase (Thermo Scientific DreamTaq Green PCR).
L’amplification a été réalisée dans un thermocycleur 2700 (Applied Biosystems), selon un
programme personnalisé: 94°C/5Smin suivie de 20 cycles a température d’hybridation
décroissante de 65°C a 55°C avec 2cycles par degrés (Touch-Down): (94°C/30s, 65°C/30s,
72°C/40s)x2 jusqu’a 55°C ; puis 20 cycles (94°C/30s, 55°C/30s, 72°C/40s) et finalement une
extension finale de 10 minutes a 72°C.

11.8.2. Préparation des produits de PCR pour le séquengage
Les produits d’amplification ont été analysés par électrophorese sur gel d’agarose (2%), dans
le tampon TBE1X. Les acides nucléiques ont été visualisés sous UV aprés une coloration du
gel au BET (1pg/ml). Les produits PCR ont été traités ensuite par 0,1 pl d’exonucléase (20
U/ul) et 0.2 pl de la phosphatase alcaline. La réaction a été¢ menée a 37°C pendant 20 minutes
suivie de 5 min a 85 °C pour I’inactivation de I’enzyme. Pour le séquencage Sanger, 1 a 2ul
du produit PCR purifié a été mélangé avec 2.5ul d’amorce sens ou inverse (10uM) du
fragment a séquencer et 6ul d’eau.

11.8.3. Réaction de séquencage
Les réactions de séquencage ont été réalisées dans un volume final de 10ul contenant 4ul du
produit préparé, 4ul Ready reaction Premix (2.5X), 0.2ul Big Dye Sequencing Buffer (5X)
(BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit ; Applied Biosystems). L’amplification a été faite
selon le programme suivant : une dénaturation a 96°C pendant une minute; 25 cycles
composés chacun de 10s a 96 °C, 5s a 50 °C, 4min a 60 °C. Les produits ont été ensuite
purifiés sur billes magnétiques a I’aide du kit de purification BigDye XTerminator® (Applied
Biosystems) selon les recommandations du fournisseur. Le culot a été resuspendu dans 10 pl
de Formamide. Enfin, les produits de purification ont été analysés sur s€quenceur capillaire
ABI 3730 (Applied Biosystems). Les électrophorégrammes résultants ont €t¢ analysés a 1’aide
du logiciel Sequence Analysis (Applied Biosystems) puis alignés et comparés a la séquence
génomique de référence (GRCh37/hgl9) a l’aide du logiciel Seqscape 2.6 (Applied
Biosystems).

11.8.4. Amplification du gene GBA

Vu qu’il existe plusieurs pseudogeénes du géne GBA qui peuvent géner sa capture au cours du
Target sequencing, les exons et les régions introniques de ce gene ont été séquenceés chez tous
les patients par la méthode de Sanger. Pour éviter l'amplification et le séquencage des

pseudogenes, le géne GBA a été amplifié en trois grands fragments en utilisant des amorces et
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un programme de PCR précédemment décrit [192]: fragment 1 de 2972pb (exons 1 a 5);
fragment 2 de 2049pb (exons 6 a 8) et fragment 3 de 1682pb (exons 9 a 12).

La réaction a ét¢ menée dans un volume réactionnel final de 50ul contenant 3.5ul d’ADN
génomique (20ng/ul); Sul du tampon de I’enzyme (10X); 0.4ul de ANTP (10mM) ; 1ul de
chaque amorce sens et inverse (10uM) et 0.2ul d’enzyme DNA polymérase (Thermo
Scientific DreamTaq Green PCR).

Les produits de PCR ont été séquencés apres avec des amorces internes.

Tableau 3.Programme de PCR Touch-Down pour I’amplification du géne GBA.

TD64-54°C TD64-54°C Fragment 3 TD64-54°C
96°C 5 min 96°C 5 min 96°C 5 min
96°C 30 sec 96°C 30 sec 96°C 30 sec
64°C 30 sec 2 cycles 64°C 30 sec 2 cycles 64°C 30 sec 2 cycles
72°C 3 min 72°C 2 min 72°C 2 min
96°C 30 sec 96°C 30 sec 96°C 30 sec
63°C 30 sec :|> 2 cycles 63°C 30 sec :|> 2 cycles 63°C 30 sec :|> 2 cycles
72°C 3 min 72°C 2 min 72°C 2 min
96°C 30 sec 96°C 30 sec 96°C 30 sec
62°C 30 sec :|’ 2 cycles 62°C 30 sec :|> 2 cycles 62°C 30 sec 2 cycles
72°C 3 min 72°C 2 min 72°C 2 min
96°C 30 sec 96°C 30 sec 96°C 30 sec
61°C 30 sec :|> 2 cycles 61°C 30 sec :|> 2 cycles 61°C 30 sec j|» 2 cycles
72°C 3 min 72°C 2 min 72°C 2 min
96°C 30 sec 96°C 30 sec 96°C 30 sec
60°C 30 sec :|> 2 cycles 60°C 30 sec :|> 2 cycles 60°C 30 sec j|> 2 cycles
72°C 3 min 72°C 2 min 72°C 2 min
96°C 30 sec 96°C 30 sec 96°C 30 sec
59°C 30 sec :|» 2 cycles 59°C 30 sec :|> 2 cycles 59°C 30 sec j|> 2 cycles
72°C 3 min 72°C 2 min 72°C 2 min
96°C 30 sec 96°C 30 sec 96°C 30 sec
58°C 30 sec :|» 2 cycles 58°C 30 sec :|» 2 cycles 58°C 30 sec j|> 2 cycles
72°C 3 min 72°C 2 min 72°C 2 min
96°C 30 sec 96°C 30 sec 96°C 30 sec
57°C 30 sec :|> 2 cycles 57°C 30 sec :|> 2 cycles 57°C 30 sec j|> 2 cycles
72°C 3 min 72°C 2 min 72°C 2 min
96°C 30 sec 96°C 30 sec 96°C 30 sec
56°C 30 sec :|» 2 cycles 56°C 30 sec 2 cycles 56°C 30 sec 2 cycles
72°C 3 min 72°C 2 min 72°C 2 min
96°C 30 sec 96°C 30 sec 96°C 30 sec
55°C 30 sec :|> 2 cycles 55°C 30 sec :|> 2 cycles 55°C 30 sec 2 cycles
72°C 3 min 72°C 2 min 72°C 2 min
96°C 30 sec 96°C 30 sec 96°C 30 sec
54°C 30 sec t|> 25 cycles 54°C 30 sec t|» 25 cycles 54°C 30 sec j|» 25 cycles
72°C 3 min 72°C 2 min 72°C 2 min
72°C 10 min 72°C 10 min 72°C 10 min
15°C infini 15°C infini 15°C infini
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Tableau 4. Séquences d’amorces utilisées pour 1’amplification et le séquencage du géne GBA

Amorces pour PCR Exons Tailles
Fragment 1 GBA_1F CCTAAAGTTGTCACCCATAC 145 2972pb
GBA 1R AGCAGACCTACCCTACAGTTT
Fragment 2 GBA 2F GACCTCAAATGATATACCTG 648 2049pb
GBA 2R AGTTTGGGAGCCAGTCATTT
Fragment 3 GBA 3F TGTGTGCAAGGTCCAGGATCAG 9412 1682pb
GBA 3R ACCACCTAGAGGGGAAAGTG
Amorces pour séquencgage Exons
Fragment 1 GBA 1R1 GCAAGGCAGGTCTCAAACTC 2et3
GBA 1F2 AATCACACGGGCACAGGTAA 4et5
Fragment 2 GBA 2R2 TGAACCGGATGCACTGGTTG 6et7
GBA 2F-2F3 AACCTAGTTCCACTTCCAGA 8
GBA 9R GCTCCCTCGTGGTGTAGAGT 9et10
Fragment3 GBA 10R GAGGCACATCCTTAGAGGAG 10et1l
GBA _11F GTGGGCTGAAGACAGCGTTGG 12

11.9. Etudes des effetsfondateurs
11.9.1. Haplotype porteur de la mutation LRRK2-p.G2019S

La mutation LRRK2-p.G2019S a été identifiée sur 3 haplotypes différents dans le monde

[193]. Pour I’identification de I’haplotype porteur de cette mutation dans la population

Tunisienne, les méme marqueurs bi-alléliques de type SNPs et les microsatellites décrits

précédemment ont été analysés chez les 107 patients porteurs de la mutation p.G2019S[171].

Tableau 5.Séquences d’amorces utilisées pour 1’identification de I’haplotype p.G2019S.

Marqueur  Exon MAF Amorces
DI12S2514 5’UTR F TTGCAGCTGTAAGGAATTTGGG
R-FAM  GCATTCTTCAGCCTGAGACCC
157966550 Exon 22 9% F ATTTGAGCACTGAACTGGAGT
R AGATGAAACTGGCACCAAGA
D12S2516 Intron 30 F CGCAGCGAGCATTGTACC
R-FAM CTCGGAAAGTTTCCCAATTC
151427263 Exon 34 31.7% F TCTGACTACTTTCACTGAGCAA
rs11176013  Exon 34 41.4% R AGGAGGTTTACACTAGAAGCAAA
rs11564148  Exon 34 28.6%
rs6581667 intron 40 49.8% F GCCTTGGTACATCACCCACT
156581668 intron 40 49.9% R AGGCAGACAACTTGGTGGAA
p.G2019S exon 41
rs10506155  intron 41 19% F TGTCATGGGACATGAAGGTG
1s7954061 intron 41 29.7% R CCCTGGGTTTCTGACATGAT
rs7957151 intron 41 29.6%
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11.9.2. Haplotype porteur de la mutation PINKI-p. 0456*
Pour I’identification de 1’haplotype porteur de la mutation PINK-p.Q456*, 21 marqueurs bi-

alléliques de type SNPs et 3 marqueurs microsatellites ont été analysés chez les 6 patients
porteurs de cette mutation. La plupart des SNPs ont été sélectionnées a partir des résultats de
Target sequencing. Les conditions de la PCR et de séquencagedes marqueurs SNPs sont les

méme décrites précédemment dans le chapitre I1.9.

Tableau 6. Séquences d’amorces utilisées pour I’identification de I’haplotype p.Q456*

Marqueur Localisation MAF Amorces

D1S2732 chr1:20,536,307 F TGACTTCAGTGAGGCTGC
R-FAM  CGGATACAAGGGCTTTTC

D1S3720 chrl:20,811,785 F TCGAGGCTGCAGTGAACTAT
R-FAM TCAGATGACAGACAAACTCAGG

rs45530340 Exon 1 22% Target sequencing

rs148871409 Exon 1 14% Target sequencing

152298298 Intron 1 17% Target sequencing

rs115037254 Intron 4 7% Target sequencing

rs3131713 Intron 4 17% Target sequencing

rs3738136 Exon 5 12% Target sequencing

545478900 Exon 6 20% Target sequencing

p.Q456*

rs1043424 Exon 8 30% Target sequencing

1686658 UTR 16% Target sequencing

rs513414 UTR 16% Target sequencing

rs1043443 UTR 30% Target sequencing

rs512550 UTR 47% Target sequencing

rs1043502 UTR 30% Target sequencing

rs8064 UTR 11% Target sequencing

152078073 UTR 30% Target sequencing

rs33999970 UTR 34% Target sequencing

rs34361349 UTR 13% Target sequencing

rs1573132 UTR 30% Target sequencing

rs674102 chrl:21,022,881  37% F CCGCAGAAACCAGAGAAGTC
R CCACGAGAAGGAGGCAGG

rs12135548 chrl:21,084,617  36% F TGACTTCTAACGCTGTATGACA
R AGTTGCCTGACACCACGC

rs7512116 chr1:21,500,845  30% F TCAGCACTGTGGTCCTTACT
R ACCGATGAGAAAGTGTGGTG

D1S478 chrl:21,499,605 F ATGCCCAATACCCCAGT
R-FAM  GCATTCATTTATTCAGCAAGAT
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11.9.3. Génotypage des marqueurs microsatellites:
Les microsatellites ont été¢ étudiés chez les malades et leurs apparentés non-atteints. Pour le
génotypage fluorescent, les réactions de PCR ont été réalisées dans un volume final de 10 pl
contenant 20 ng d’ADN génomique, 1ul d’un mélange d’amorces de concentration 10uM
(I’amorce inverse étant marquée par un fluorophore FAM), 0.4ul du mix dNTP (10 mM), 1ul
du tampon de I’enzyme (10X), 0.1ul (10U/ul Taq DNA polymérase Thermo Scientific
DreamTaq Green PCR). Les conditions de la PCR sont les suivantes: étape de dénaturation de
3min a 94°C ; 35 cycles comprenant 30s de dénaturation a 95°C, 30s d’hybridation a 55°C,
45s de polymérisation a 72°C et 10 min d’¢élongation finale.
Apres amplification, les produits des marqueurs microsatellites dont les tailles sont différentes
ou marqués par des fluorophores différents ont été mélangés. 1ul du mélange obtenu ont été
dénaturé a 96°C pendant 3 min, en présence de 7ul de formamide et 1pul d’un marqueur de
taille (GeneScan™ 400HD ROX™, Applied Biosystems)puis refroidis rapidement dans la
glace. Les produits d'amplification ont été séparés par électrophorése sur un analyseur ABI
PRISM® 3500 (Applied Biosystems). Les pics ont été vérifiés en utilisant le logiciel Genscan
qui permet, a partir d’'une courbe d’assignation dressée par les différents points du standard de
taille, d’attribuer aux différents pics observés leurs tailles en pb.
Une fois les polymorphismes et les microsatellites sont identifiés, il est possible de déterminer
la structure des haplotypes correspondant. L haplotype le plus probable est celui qui présentait

le minimum de recombinaisons en respectant la ségrégation des alleles paternels et maternels.

I1.10.  Origine ethnique des mutations fondatrices
Pour [D’identification de [’origine ethnique exacte des mutations fondatrices (LRRK2-
p.G2019S et PINKI-p.Q456%*), nous avons ¢tudié les haplogroupes du chromosome Y chez
les porteurs males de ces mutations en utilisant les amorces décrites précédemment (65 males
porteurs de la mutationLRRK2-p.G2019S et 5 males porteurs de la mutation PINKI-
p.Q456*)[273]. Les conditions de la PCR et de séquengage sont les méme décrites

précédemment dans le chapitre I1.9.
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Tableau 7. Amorces utilisées pour I’amplification des différents haplogroupes.

Marquer Amorces

Haplogroupe E

YAP F CAGGGGAAGATAAAGAAATA
R ACTGCTAAAAGGGGATGGAT
PN2 F GGTAACACCCATAAAGGTTG
R TTCACTACCAGCCTAAGTAC
M215 F GTAAAACTCAGATATATACATCCCATG
R AAAAAAAAAGAATCACTATCTTAACG
M35 F TAAGCCTAAAGAGCAGTCAGAG
R AGAGGGAGCAATGAGGACA
M81 F ACTTAATTTATAGTTTCAATCCCTCA
R TTCATGGAGATGTCTGTATCTGG
M78 F CTTCAGGCATTATTTTTTTTGGT
R ATAGTGTTCCTTCACCTTTCCTT
M123 F TGGTAAACTCTACTTAGTTGCCTTT
R CAGCGAATTAGATTTTCTTGC
Haplogroupe R
M207 F AGGAAAAATCAGAAGTATCCCTG
R CAAAATTCACCAAGAATCCTTG
M173 F AAGAAATGTTGAACTGAAAGTTGAT
R AGGTGTATCTGGCATCCGTTA
M343 F TTTAACCTCCTCCAGCTCTGCA
R ACCCCCACATATCTCCAGG
V88 F AGAAGCAGATTGATGTCCCACT
R TCCAGTTAGGAGATCCCCTCA
M17 F CTGGTCATAACACTGGAAATC
R TGAACCTACAAATGTGAAACTC
Haplogroupe J
M304 F CAAAGTGCTGGGATTACAGG
R CTTCTAGCTTCATCTGCATTGT
M267 F TTATCCTGAGCCGTTGTCCCTG
R TGTAGAGACACGGTTGTACCCT
M172 F TTGAAGTTACTTTTATAATCTAATGCTT
R ATAATTTATTACTTTACAGTCACAGTGG
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IL.11.  Analyse des facteurs influencant la I’age début de la MP chez les
porteurs de la mutation p.G2019S

La pénétrance de la mutation p.G2019S est incompléte et dépend de l'dge suggérant la
présence des modificateurs génétiques ou environnementaux majeurs qui influencent I’age de
début de la maladie chez les porteurs de cette mutation. Une étude par Trinh et al. a suggéré
la variation rs2421947 sur le géne DNM3 comme un modificateur de I’age de début de la MP
chez les porteurs de la mutation p.G2019S[309]. Au cours de cette étude nous avons répliqué

les résultats de Trinh sur notre cohorte et nous avons essayé¢ d’identifier d’autres variations

sur le géne LRRK?.
1I.11.1.  Etude de la variation rs2421947 du gene DNM3

Pour I’analyse de la variation rs2421947 chez les patients porteurs de la mutation p.G2019S,
la séquence des amorces utilisées est :
Sens:5” AAGCCTTCACTAAGCCCACA 3°
Inverse : 5 AGGTGTCCTTGCAATCCCTG 3’

II.11.2.  Recherche d’autres variations sur le gene LRRK?2
Afin d’identifier des variations impliquées dans 1’apparition de la maladie de Parkinson a un
age plus précoce chez les patients porteurs de la mutation p.G2019S, on a procédé¢ a séquencer
la totalité¢ du géne LRRK?par NGS chez trois patients d’origine Tunisienne, Algérienne et
Francgaise ayant respectivement un dge de début de 41, 31 et 48 ans.Nous avons pu identifier 8
variations en commun entre ces 3 patients dont deux variations non-sens : p.M2397T et
p.S1647T et six variations silencieuses : p.L153L, p.L953L, p.G1819G, p.G1624G,
p.K1637K et p.E2108E (Figure 26).Seulement les deux variations p.L953L et p.S1647T,
étaient rares. La variation p.L953L est en position trans par rapport a la mutation p.G2019S
alors que la variation p.S1647T touche le site catalytique kinase de la protéine LRRK2. Ces
deux variations ont été criblées chez tous les 107 patients porteurs de la mutation p.G2019S

pour étudier leur éventuel effet sur I’age de début de la maladie.
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Criblage de la totalité du géne LRRK2

]
R
(=)
2gS
!

Analyse des variations p.L953L etp.81647Tchez les 107
porteurs de la mutation LRRK2-G20198

Figure 26.Stratégie d’identification des variations p.L953L et p.S1647Tsur le géne LRRK2pouvant
influencer I’age de début de la maladie chez les patients porteurs de la mutation p.G2019S.

Tableau 8. Amorces utilisées pour I’amplification des variations identifiéessur le géne LRRK?2
Exon SNP Amorces

Exon22 p.L953L ATTTGAGCACTGAACTGGAGT
AGATGAAACTGGCACCAAGA
TCTGACTACTTTCACTGAGCAA
AGGAGGTTTACACTAGAAGCAAA

Exon 34 p.S1647T

™R

11.11.3.  Extraction d’ ARN

L’extraction d’ARN a été réalisée pour :
- ¢étudier ’effet d’une variationqui touche le site d’épissage de I’exon 2 du gene GBA
- ¢étudier le niveau d’expressiondu géneLRRK?2en présence de la variation
synonymep.L953L afin de confirmer son influence sur 1’age de début de la MP chez
les porteurs de la mutation p.G2019S.
L’ARN a été extrait a partir des lymphocytes totaux sur 10 ml du sang frais en utilisant le kit
Invitrogen TRIzol® Reagent selon les recommandations du fournisseur. Les lymphocytes ont
été récupérés suite a la lyse cellulaire des globules rouges en présence de 40 ml du tampon de

lyse rouge (1X) pendant 20 min et une centrifugation de 15 min a 3500 rpm (2 4 °C). La lyse
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partielle des lymphocytes a été réalisée par 1 ml du Trizol et une incubation de 1’homogénat

pendant 5 min a température ambiante. Ensuite 200 pl de chloroforme ont été rajoutés et la

phase aqueuse contenant I’ARN a été séparée par centrifugation pendant 10 min a 12000 rpm

(2 4 °C). Une précipitation de I’ARN en ajoutant 500 ul d’isopropanol a été effectuée pendant

10 min a 4 °C suivit d’une centrifugation pendant 15 min a 12000 rpm (a 4 °C). Le culot a été

alors lavé avec 1’éthanol 70% et suspendu dans 20 pl d’eau-DEPC (diéthyl dicarbonate).
II.11.4.  Traitement DNase I de I’ARN totaux

Le traitement de I’ARN totaux a été réalisé en utilisant la Désoxyribonucléase I (Invitrogen),
dans un volume réactionnel de 10 pl contenant 2 pg d’ARN, 1 pl tampon DNase I 10X, 1 ul
DNase I (1 U/ul). La réaction a ¢été menée pendant 15 min a température ambiante.
L’inactivation de la DNase I a été réalisée a 65 °C pendant 10 min en présence de 1 ul EDTA
(25 mM).

11.11.5.  Inverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)
Afin de produire ’ADN complémentaire (¢cDNA) nous avons procédé a une RT-PCR. Pour
un volume final de 20ul, 2ug d’ARN total ont été mélangés avec 2ul d’OligodT (10uM) et
Iul ANTP (10mM), puis dénaturés pendant Smin a 65°C. Aprés dénaturation, nous avons
ajouté : 4ul de tampon de réaction (5X) ; 2 ul DTT (100mM) et 1 ul MMLV-RT (200U/ul).
La réaction a ét¢ menée pendant une heure a 37°C. Le cDNA obtenu par transcription inverse
a été conservé ensuite a -80°C.
L’¢étude du niveau d’expression du gene LRRK?a ¢été effectuéepar RT-PCR semi quantitative.
L’ARN des témoins et des patients porteurs de la variation p.L953L, a été dosé par Nanodrop
pour s’assurer d’utiliser la méme quantité lors de la RT-PCR.Le géne constitutif codant pour
la Beta-2-Microglobulin (B2M) a ét¢ utilis¢ comme contrdle positive interne de la RT-PCR.
Les conditions de la PCR et du séquencage sont les méme décrites précédemment dans le
chapitre I1.9.
Tableau 9. Amorces utilisées pour la RT-PCR

Géne Amorces

BOM F GGCTATCCAGCGTACTCCAA

R CGGCAGGCATACTCATCTTT
LRRK?2 F AGTGAAGGAAGTGAAGGCTCA
exons 21-22-23 R CATTTCTGGCTTAGGGCATC
F
R

GBA CAGGGCTGCTTTTCTCGC
exons 2-3-4 TACCAAGGGCAGGAAAGGTC
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I1.12.  PCR Long-range

La recherche des délétions ou insertions au niveau de I’ADNmt a été effectuée suite a une
amplification par PCR Long-range qui nous permet d’amplifier de grands fragments
d’ADNmt (>10 Kb) a I’aide d’une enzyme polymérase performante. La comparaison entre
I’amplification de ’ADN témoin et ’ADN du patient nous permet de conclure s’il existe une
délétion ou insertion ou non. Différentes amplifications ont été¢ réalisées, en utilisant
différentes combinaisons d’amorces couvrant 1’arc majeur de I’ADNmt (Tableau 10).

Tableau 10. Amorces utilisés pour I’amplification par la PCR Long-range

Amorce POSlt,lOI? . Taille
nucléotidique
! mt 12-F 5> ACGAGTACACCGACTACGGC 3’ 7888-7927 2109
mt22-R  5’AGCTTTGGGTGCTAATGGTG 3’ 15997-15978
5 mt 9-F 5’GAGGCCTAACCCCTGTCTTIT 3’ 5835-5854 10162
mt 22-R 5" AGCTTTGGGTGCTAATGGTG 3° 15997-15978

Les réactions d’amplification par PCR Long-range sont réalisées en utilisant le kit
«SequalPrep™ Long PCR Kit, Invitrogen » dans un volume final de 20ul renfermant le
mélange suivant : Sul ADN (20ng/ul),2ul SequalPrep™ Reaction Buffer (10X), 0.4 ul
DMSO, 2ul SequalPrep™ Enhancer A or B (10X), 0.5ul de chaque amorce (sens et inverse
10uM), 0.36ul SequalPrep™ Long Polymerase (5 U/pl).
La réaction d’amplification a été réalisée selon le programme suivant :

- Une dénaturation a 94°C pendant 2min

- 10cycles de : 94°C 10s, 58.5°C 30s et 68°C 12min (1 minute/Kb)

- 20-30 cycles de: 94°C 10s, 58.5°C 30s, 68°C 12min (+20 sec/cycle)

- Une extension finale: 68°C 5min

1I.13.  PCR en temps réel

Cette technique consiste a mesurer la quantité¢ d’ADN polymérisée a chaque cycle grace a un
marqueur fluorescent[310]. La méthode choisie dans notre étude est celle du SYBR Green.
Cet agent intercalant, une fois li¢ a 'ADN double brin, émet une fluorescence qui est
directement mesurée dans le tube PCR a 1'aide d'un fluorométre couplé au thermocycleur. La

fluorescence augmente en fonction de la quantité d’ADN double brin présenté dans le tube.
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Figure 27. Principe de la PCR quantitave en utilisant en utilisant les agents fluorescent se liant a
1’ ADN double brin[311].
(a) Durant la dénaturation, le SYBR Green I libre exhibe peu de fluorescence. (b) A la
température d’appariement, quelques molécules se lient au double brin d’ADN naissant
résultant en une émission de fluorescence lors de I’excitation. (c) Durant la phase de
polymérisation, de plus en plus de molécules se lient au brin naissant et I’accroissement de la
fluorescence peut-étre suivi en temps réel.

Les données de fluorescence sont collectées a chaque cycle de la PCR et représentent la
quantité¢ de produits amplifiés a cet instant. Plus I’échantillon est concentré en molécules
cibles a 1’origine, moins il faudra de cycles pour atteindre un point pour lequel le signal
fluorescent est significativement supérieur au bruit de fond. Ce point est défini comme le Ct
pour < Threshold Cycle > ou < cycle seuil>> et apparait en début de phase exponentielle.
L’augmentation de cette fluorescence se scinde en 3 phases distinctes:

1. La phase de bruit de fond : la quantité de fragment amplifi¢ est insuffisante pour générer un
signal fluorescent supérieur au bruit de fond.

2. La phase exponentielle : la quantité de fragment amplifié génére un signal fluorescent
supérieur au seuil de détection de 1’appareil. La quantité obtenue de produit PCR est
directement proportionnelle au nombre de copies initiales du fragment d’ADN amplifié.

3. la phase de plateau (ou de saturation) : correspond a un ralentissement de I’amplification

qui est souvent du a I’épuisement d’un des différents réactifs de la PCR.

11.13.1.  Réactifs et réaction

L’efficacit¢ de la PCR est calculée par le logiciel a partir de la pente de la courbe

d’amplification dans la phase exponentielle. L’efficacité de PCR pouvant fortement impacter
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les niveaux d’expression obtenus, un nombre suffisant d’analyses doit étre effectu¢ pour
assurer la validité des résultats. En général, chaque geéne est analysé deux fois en triplicata.

La quantification relative fait intervenir un géne de ménage (Housekeeping gene HKG) qui va
servir de normalisateur : ce géne est considéré comme stable dans le modele présenté, il ne
subira pas de changement d’expression en fonction des conditions analysées. Ce geéne de
contrble va permettre de compenser d’éventuels biais de la PCR provenant de :

- Variations dans la quantite,la qualite et le rendement d’extraction des echantillons

- Des erreurs de pipetage

- Variations de I’efficacité de la PCR

Pour quantifier I’ADN mitochondrial nous avons utilisés comme géne cible le géne
mitochondrial ND4 (NADH déshydrogénase 4), qui est localis¢é dans une région non
polymorphe et stable, et le geéne nucléaire GAPDH (Glyceraldehyde-3-Phosphate

Déshydrogénase) comme gene de ménage (Tableau 11).

Tableau 11. Amorces utilisées pour la recherche des déplétions mitochondriales par PCR quantitative

Amorces Taille (pb) Tm (°C)
F 5 CGCACTAATTTACACTCA3’

ND4 R 5 GCTAGTCATATTAAGTTGTTG3’ 108 52
F 5 CCCTGTCCAGTTAATTTC3’

GAPDH R 5’CACCCTTTAGGGAGAAAA3’ 85 52

La quantification par PCR quantitative en temps réel (QPCR) a été réalisée a ’aide du kit
« Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Applied Biosystems)»sur I’appareil « Step
OneTM Real- Time PCR System» (Applied Biosystems).

La réaction a été menée dans un volume final de 10ul contenant : 5pl SYBER MASTER Mix
(Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X), Thermo Scientific), 0.4ul de chaque
amorce sens et inverse (10uM), 1ul ADN (10ng/ul).

Le mélange inclus dans ce Kit contient : de la polymérase Maxima® Hot Start Taq DNA
polymerase, le tampon de 1’enzyme, un mélange de ANTP, du SYBR® Green I dye et ROX™
passive reference dye.

La PCR en temps réel (PCRq) a été réalisée dans les conditions suivantes selon les

instructions du fournisseur (Figure 28).
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Figure 28. Cycle thermique de la PCR quantitative

11.13.2.  Optimisation des conditions de la gPCR

Une optimisation des conditions de 1’amplification est primordiale pour s’assurer de la

spécificité de I’amplification et de la bonne efficacité des amorces utilisées.

Vérification de la spécificité des amorces

- La vérification de la spécificité des amorces a été faite pour chaque fragment grace aux

températures de fusion de chaque couple lors de la qPCR. Le pic unique de la fluorescence
témoigne la spécificité d’amplification et de I’absence de contamination. Dans le cas de
notre gene étudié ND4, la température de fusion est de 78°C.La présence des pics
secondaires indique la formation d’un dimére d’amorces ou bien une fixation non
spécifique des amorces sur d’autres cibles. Un changement conditions de I’amplification
notamment la température d’hybridation est nécessaire dans ce cas. Egalement, une
absence d’amplification dans le témoin négatif doit étre vérifiée. Ainsi, la meilleure

température d’hybridation pour chaque couple a été retenue.
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Figure 29. Courbe de fusion du géne ND4
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- Evaluation de I’efficacité des amorces : nous avons testé, pour le méme couple d’amorces,
des dilutions sériées de I’échantillon matrice. Trois dilutions ont été préparées (100ng/ul,
10ng/pl et Ing/ul). Les Ct générés a partir de la gamme étalon et du témoin permettent de
tracer une droite de régression informative de 1’efficacité du couple en question a travers
les valeurs de la pente et du R2. L’idéal c’est d’avoir une R2 = 1, des valeurs proches sont
acceptables. Les valeurs des pentes sont notés pour calculer 1’efficacité selon la formule
E=10"1/Pénte prise en considération lors de la quantification relative. Cette étape nous a

permis de choisir, le couple a utiliser pour réaliser son quantification (Tableau 12).

Tableau 12. Les données fournies par les courbes de standard correspondant a chaque couple

Le couple Lapente E R2
ND4 (52°C) -3.14 2.08 1
GAPDH (52°C)  -2.98 2.16  0.996

11.13.3.  Calcul de la quantiteé relative de I’ADN mitochondrial
La quantité relative d’ADN mitochondrial a ét¢ mesurée en utilisant les formules décrites
précédemment[312]:Quantité d’ADN mt = 2 X 2Act; ou Act est la différence des valeurs du
Ct entre le gene de GAPDH et le géne ND4.
La quantité d’ADN mitochondrial varie selon 1’age et selon les tissus. Pour comparer nos
résultats a des témoins nous avons utilisé les valeurs de la quantité d’ADNmt selon 1’age et le

tissue publiés précédemment (Figure 30).
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Figure 30. Les différentes valeurs de la quantit¢ d’ADNmt selon I’age et le tissue étudié [313].
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Un pourcentage de réduction (Rq) de ’ADNmt /ADNn est ainsi calculé (Patient/Témoin) :

Ra (%) = Quantité d’ADNmt (Patient) < 100
7 (%) = Quantité d’ADNmt (Témoin)

Avec Rg> 100 : Ilya une surexpression de I’ADN mitochondrial.
Rg< 100 : Ilya une déplétion de I’ADN mitochondrial.

I1.14.  Analyse statistique

Les calculs statistiques ont été réalisés sous le langage de programmationR :

- Le test Chi-deux: comparaison de deux critéres qualitatifs en utilisant la commande
"chisq.test". Ce test est concu pour déterminer si la différence entre deux distributions de
fréquences est due a I’erreur d’échantillonnage ou elle est suffisamment grande pour étre
significative.

- Le test de Student ou T-test: comparaison de la moyenne de deux échantillons en utilisant la
commande "t.test".

- I’Analyse de la variance ou ANOVA : comparaison de la moyenne de plus de deux
¢échantillons en utilisant la commande "aov".

- Modeles de régression logistique : une analyse multivariée qui permet de mesurer
I’association entre la survenue d’un événement (variable expliquée qualitative) et les
facteurs susceptibles de I’influencer (variables explicatives). Le choix des wvariables
explicatives intégrées au modele de régression logistique est basé sur une connaissance
préalable de la physiopathologie de la maladie et sur I’association statistique entre la
variable et 1’événement, mesurée par 1’odds ratio. Dans la comparaison des données
cliniques entreles porteurs et les non porteurs de la mutation p.G2019S sur le gene LRRK2;
les variables explicatives utilisées €taient I’age et le sexe du patient, la durée d’évolution de
la maladie et la dose du traitement; pour la comparaison des MMSE et les troubles
cognitives une correction supplémentaire par rapport au niveau scolaire a été réalisée. La
commande utilisée sous R pour cette analyse est ""glm".

- Estimateur de Kaplan-Meier: cette méthode permet d'obtenir rapidement une courbe de
survie, ainsi que le temps médian résiduel de survie pour analyser I'évolution de l'effectif
d'une population donnée avec le temps. Une Censure a droite a été utilisée pour les porteurs
sains de la mutation. Cette analyse a été réalisée en utilisant le package '"survminer"
(survfit) sous R pour :

e Calculer la pénétrance de la mutation p.G2019S a partir du Tableau de risque.
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e Comparer le risque de développer la MP a un age donné entre les porteurs de la
mutation p.G2019S et les non porteurs.
e Analyser I’influence des snps (LRRK2, DNM3) sur 1’age de début de la maladie chez
les patients porteurs de la mutation p.G2019S.
Les courbes de survies ont ét¢ dessinées grace a la commande "ggsurvplot". Le test de log-
rank a été¢ utilis€é pour examiner I'homogénéité des courbes de survie par la commande
"survdiff"" et le modele de régression a risque proportionnel de Cox (la commande
"coxph'") a été utilisé pour évaluer la force de 1'association des génotypes étudiés avec 1’age

de début de la maladie.
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Reésultats & Discussion




Partie 1

Analyse moléculaire
des genes connus



A. Analyse de la mutation LRRK2-p.G2019S

I. Fréquence

La protéine LRRK?2 appartient a la famille des ROCO, qui sont des Ras-GTPases comprenant
des multiples domaines hautement conservés a travers les espéces. Cette protéine est
remarquable par la dualité de ses fonctions car c’est a la fois une GTPase par son domaine
Roc (Ras of complex proteins) et une kinase par son domaine MAPKKK (mitogenactivated
kinase kinase kinase), ce qui suggere un role de cette protéine dans une ou plusieurs voies de
signalisation intracellulaire. La mutation p.G2019S touche le domaine kinase de la protéine
LRRK?2 (Figure 31). Des ¢études fonctionnelles réalisées in vitro utilisant des cultures de
cellules transfectées avec le mutant p.G2019S, montrent une augmentation de Dl’activité

d’autophosphorylation [314, 315].

G2019S

— G- LRRK2

Figure 31. Localisation de la mutation p.G2019S sur le géne LRRK?.

La mutation [NM_ 198578.3:c.6055G>A, NP 940980.3:p.Gly2019Ser, rs34637584] sur
I’exon 41 du géne LRRK?2 a été criblée par la méthode de Tagman chez tous les 250 patients.
Cette mutation a été identifiée chez 107 cas représentant 42,8% de notre cohorte. Parmi ces
107 porteurs, 13 avaient la mutation a 1'é¢tat homozygote. Cette mutation avait une fréquence
similaire dans les cas familiaux (57%) que dans les cas sporadiques (39,7%) et dans les cas a
age de début précoces (55%) que dans les formes tardives (43,8%). Nos résultats
correspondent aux fréquences décrites précédemment dans la population nord-africaine [169,
316, 317]. La fréquence de la mutation p.G2019S varie considérablement selon 1’origine
géographique et ethnique des populations étudiées. Elle a €té initialement associée a 6-7 %
des formes familiales et a 2 % des cas sporadiques d’origine Européenne [318-320]. Elle est
trés rare en Asie (<0,1%) [321] et de fréquence modérée en Canada et en Amérique du sud (2-
5% des formes familiales, 0.8% des cas sporadiques) [322]. Cette fréquence augmente a 13%
des cas sporadiques et 30% des cas familiaux chez les Juifs ashkénazes [323,

324].Cependantla fréquence la plus €levée de la mutation p.G2019S a été identifiée dans la
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population Nord-Africaine responsable de 41% des cas parkinsoniens sporadiques et 37% des
cas familiaux[169, 316, 317]. Cette fréquence ¢élevée dans notre population suggere

I’existence d’un effet fondateur unique.

Dans notre groupe de témoins sains, la mutation p.G2019S était totalement absente,
contrairement aux ¢études précédentes qui décrivaient des fréquences plus ¢€levées dans les
sujets témoins. Healy et al. ont observé des fréquences de 0,05% chez les Européens, de 1%
chez les Juifs Ashkénazes et de 0,5% chez les Nord-Africains [325]. Une autre étude sur 3100
sujets sains d’origine Européenne, 597 témoins d’Afrique du Nord et 361 de Juifs Séfarades, a
montré que la fréquence de la mutation p.G2019S est de 1/46 parmi les témoins Nord
Africains et de 1/30 parmi les témoins marocains d’origine Berbére [326]. Une incidence
¢levée (1/72) a été également trouvée parmi les Juifs Séfarades, alors qu’elle est de 1/1550

dans la population Sud Européenne[326] (Figure 32).

Figure 32. Fréquence de la mutation p.G2019S parmi les témoins dans différentes populations[326].

II. Recherche de I’haplotype porteur de la mutation p.G2019S

I1 a été prouvé que la mutation LRRK2-p.G2019S résulte d'au moins 3 événements fondateurs
par le génotypage de 74 marqueurs dans 126 familles d'origines différentes, dont 67
originaires d'Afrique du Nord [171]. Pour I’identification de I’haplotype porteur de cette
mutation dans la population Tunisienne, les méme marqueurs bi-alléliques de type SNPs
décrits précédemment ont été analysés chez les 107 patients porteurs de la mutation
p.G2019S[171]. L'haplotype fondateur commun a été déduit a partir des patients porteurs de

la mutation a 1’état homozygoteet de leurs apparentés non porteurs (Tableau 13).
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Tableau 13. Haplotype commun identifié chez tous les patients porteurs de la mutation p.G2019S.

Marqueur Localisation Haplotype
D12S2514 STR 5’UTR 2901
1s7966550 ¢.2857T>C Exon 22 T
D12S2516 STR Intron 30 254
rs1427263 c.4872C>A Exon 34 A
rs11176013 c4911A>G Exon 34 G
rs11564148 c.4939T>A Exon 34 A
rs6581667 ¢.5948+2547G>C Intron 40 C
rs6581668 ¢.5949-2490G>A Intron 40 A
p-G2019S Exon 41 A
rs10506155 c.6109+1683G>A Intron 41 G
rs7954061 c.6109+1754A>G Intron 41 G
rs7957151 c.6109+1787T>A Intron 41 A

Notre étude est la premicre qui utilise un nombre assez important de patients non apparentés
pour analyser 1’haplotype porteur de la mutation p.G2019S dans la population Tunisienne
(Tableau 14). Cette étude nous a permis de confirmer que la mutation p.G2019S est portée par
le méme haplotype chez tous les patients Tunisiens, indiquant 1’existence d’un effet fondateur
unique. Nos résultats sont en accordance avec ceux de Warren et al. qui ont étudié¢ 17 familles
Tunisiennes [327].

L’haplotype identifié en commun chez nos patients est 1'haplotype le plus fréquent identifi¢
jusqu’a présent connu comme "Haplotype 1"[171, 327-331]. Les résultats de Lesage et al. ont
montré que la mutation p.G2019S s'est produite indépendamment au moins deux fois au cours
de I'évolution humaine récente; une fois sur ’haplotype 1 initial et séparément sur les
haplotypes liés a 1'évolution (haplotype 2 et 3). Cela suggére que la prévalence élevée de
I'haplotype 1 par rapport aux haplotypes 2 et 3 est probablement due a I'origine plus précoce
de ce haplotype. L'haplotype 2 a ¢été observé seulement chez des individus d'origine
Européenne, alors que 'haplotype 3 a été principalement observé dans des familles Japonaises

et quelques familles Turques.

Tableau 14. Les études antérieures qui ont étudié I'haplotype 1 porteur de la mutation p.G2019S.

Référence Nombres des Nombres de familles et leurs origines l\jombres de familles avec
marqueurs I’haplotype 1
Kachergus etal. 17 microsatellites, 7 Norvégienes, 3 Américaines, 2 Toutes
[329] 4 SNPs irlandaises, 1 polonaise
Goldwurm et al. 13 microsatellites, 14 Italiennes, 1 Brazilienne, 1
Toutes

[328] 6 SNPs Portuguése, 1 Grec, 1Morocaine
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Lesage et al.
[330]

Zabetian et al.
[331]

Zabetian et al.
[332]

Tomiyama et al.

17 microsatellites,
4 SNPs

13 microsatellites,

12 SNPs

7 microsatellites,
9 SNPs

9 microsatellites,

3 Algériennes, 3 Marocaines, 1
Tunisienne, 3 Francaises, 1
néerlandaise, 1 Portugaise, 1
Américaine, 1 Belge

13 européennes, 9 Juives

3 Européennes, 1 Juive ashkénaze, 2
Japanese

3 Israéliennes, 3 Tunisiennes, 1

Toutes

10 européennes, 9 Juives

3 Europeans, 1 Juive

ashkénaze

3 Israéliennes, 3

[333] 3 SNPs Morocaine, 1 Japonése Tunisiennes, 1 Morocaine
g;;r]en ctal. ggrnslggzatellltes, 17 Tunisiennes Toutes
Bar-Shira et al. 15 microsatellites, 66 A§hkenazes, 4 m01t1ee-1‘ Juive
[334] 1 SNP ashkénaze, 4 bulgare, 1 syrienne, 1 Toutes
Turque, 1 Morocaine
67 arabe nord africaine, 18
Lesage et al. 20 microsatellites, FEuropéennes, 32 Juive ashkénaze, 5 99
[171] 54 SNPs Juive Sephardic , 1 Japonese, 1 Turque,
2 familles mixtes
Notre étude 2 microsatellites, 107 patients Tunisiens Toutes

10 SNPs

[II. Origine ethnique de la mutation p.G2019S

Plusieurs études sur différentes populations a travers le monde ont tenté¢ de définir 1'origine de
la mutation p.G2019S sur le géne LRRK?et de dater son age. Une étude sur une cohorte
Européenne a estimé 1’dge de la mutation a 725 ans [330]. Une étude ultérieure sur les
familles Ashkénazes, Européennes et Américano-Européennes a estimé 1’dge a 2250 ans; une
période qui chevauche avec la Diaspora Juive (dispersion des Juifs exilés de leur pays) de 586
av. J.C. a 70 apres J.C. [332]. De plus, Bar-Shira et al. ont estimé que 1'ancétre commun des
porteurs Juifs Ashkénazesde la mutation sur I’haplotype 1 vivait il y a environ 1830 ans[334].
Ces étudesont suggéré que la mutation p.G2019S pourrait alors étre réintroduite par la
population Ashkenaze a d'autres populations Juives, Européennes et Nord-Africaines.
Cependant, I'¢tude la plus significative a été réalisée par Lesage et al. sur un large échantillon
de patients appartenant a plusieurs ethnies, et qui a été daté I'haplotype 1 d’au moins 4000 ans
originaire d'un fondateur Proche-Orient[171, 324].Néanmoins, 1’origine exacte de la mutation
reste inconnue. En effet la région Proche-Orient est une région treés hétérogene ethniquement
et essentiellement composée des berbéres Nord-Africains et des arabes du moyen orient.
Plusieurs études supportent I’hypothése que la mutation p.G2019S portée sur ’haplotype 1 a

une origine berbére plutdtqu’Arabe ou Juive Ashkénaze. Enfait, deux études sur des patients
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Nord-Africains d’origine marocaine, ont conclu que la mutation p.G2019S provenait d'un
patient berbére marocain qui vivait il y a environ 3840-5000 ans [335, 336].

Pour préciser 1’origine de la mutation p.G2019S portée sur I’haplotype 1 dans notre
population, nous avons étudié les haplogroupes du chromosome Y chez les 65 males porteurs

de cette mutation (Figure 33).
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Figure 33. Génotypage du sous-haplogroupe E1b1b1b représentatif de 1’origine berbére définit par
I’ensemble des marqueurs (YAP/PN2/M215/M35/M81).
Cette analyse a montré que 51% de nos patients avaient une origine berbere contre seulement
30% des témoins sains de méme origine (60 individus). 31% des patients avaient une origine
Arabe et 18% avaient une origine Européenne (Figure 34). Ces résultats suggerent que, dans
la population Tunisienne, la mutation p.G2019Sportée sur 1’haplotype 1 provient
probablement d'un ancétre commun d’origine berbére. Ce qui pourrait expliquer sa fréquence
élevée en Afrique du Nord ayant une origine ancestrale berbere et sa faible fréquence dans les
pays du moyen orient ayant une origine ancestrale Arabe. En effet la mutation p.G2019Sétait
totalement absente dans 1’ Arabie Saoudite et tous les pays du Golfe [13, 337]. En Egypte, une

fréquence de 9,7% parmi les cas sporadiques dans le nord [338] et de seulement 1,45% dans
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le sud du pays a été rapportée [339]. Ensemble, ces données suggerent qu'il est hautement
improbable que la mutation p.G2019S soit d'origine Arabe.

Nos résultats sont en accordance avec celles publiées dans la population Marocaine suggérant
que la mutation p.G2019S peut avoir apparue un ancétre autochtone et il est trés probablement
originaire d'un fondateur berbére qui a vécu il y a au moins 5000 ans[335, 336]. Cet age
estimé est également en accord avec nos résultats et soutient I'hypothése de l'origine berbére
de la mutation p.G2019S portée sur 1'haplotypel, puisque le sous-haplogroupe E1BIB1B
(M81) était porté par une population qui a apparue en Afrique du Nord, il y a environ 5600
ans [340]. En revanche, les origines Arabes en Tunisie remontent aux expansions islamiques

du VlIe siécle [269].

Origine ethnique des patients porteurs de la mutation p.G2019S en
Tunisie

B E1B1B1 : Berbére Nord Africans
m J1-M2687: Arabes du moyen Orient

u R1B1A; Européens de ['Ouest

B J2-M172; Anatolian and ltalian

Origine ethnique des controles d'origine sud Tunisienne = Autres (non criblés)

Figure 34. Origine ethnique des patients porteurs de la mutation p.G2019Set des témoins sains dans
notre cohorte.

IV. Corrélation génotype-phénotype

Le phénotype des patients parkinsoniens porteurs de la mutation LRRK2-p.G2019S a été
décrit d’étre assez similaire a celui des formes idiopathiques. Cependant, plusieurs études ont
montré que certaines particularités cliniques sont associées a la mutation p.G2019S[341].
L’objectif de cette partie était d'explorer les caractéristiques cliniques des patients tunisiens
parkinsoniens porteurs de la mutation p.G2019S en comparaison aux non-porteurs. Nous nous
sommes intéressés aussi a étudier la différence clinique entre les porteurs males et femelles de
cette mutation aussi bien que les caractéristiques cliniques entre les porteurs homozygotes et

hétérozygotes de la mutation.
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Nous avons collecté les données épidémiologiques (sexe, age, éducation, pedigree, origine
rurale ou urbaine, présence de cas similaires dans la famille); les antécédents médicaux
(diabete, dyslipidémie, exposition toxique, maladie cardiaque, accident vasculaire cérébral,
traumatisme cranien); les données cliniques (age de début de la maladie, premier signe et sa
localisation, signes moteurs,dose quotidienne équivalente de 1évodopa, signes non moteurs,
présence de dystonie, MMSE, échelle de Hoehn et Yahr, Beck's Depression Inventory). Pour
comparer les sous-groupes, nous avons pris en compte le score UPDRS-III "ON" lorsque le
patient est sous traitement. Le degré de sévérité des symptomes de la MP a été également
mesuré a l'aide de I'échelle de Hoehn et Yahr [69]. L'examen d'état mini-mental (MMSE) a
été utilisé pour mesurer le degré de déficience cognitive en fonction du niveau d’éducation
selon la formule décrite dans la partie Patients et méthodes, chapitre 1.3.2.3 [293].
L’inventaire Beck's Depression Inventory a été utilisé pour évaluer les troubles de I'humeur et
pour détecter la dépressioncomme il a été décritdans la partie Patients et méthodes, chapitre
1.3.2.4 [294]. Pour évaluer la fonction autonome et sensorielle et la qualité du sommeil, le
patient a été invité a répondre a un questionnaire.

Les phénotypes ont été classés en trois sous-groupes - tremblement dominant (TD), trouble de
l'instabilité¢ posturale (PIGD), ou phénotypes indéterminés - selon les formules mentionnées
dans lapartie Patients et méthodes, chapitre 1.3.5 [296].

Toutes les caractéristiques cliniques et les scores moteurs (UPDRS, échelle de Hoehn et Yahr)
ont été corrigés pour les facteurs de confusion (age, sexe, durée de la maladie et la dose de
lévodopa quotidienne) et, en plus, pour le niveau d’éducation pour comparer les scores
MMSE et les déficiences cognitives. Le seuil de signification statistique a été fixé a p = 0,05.
L’ensemble de ces travaux a fait 1’objet d’un article publiéa « Acta Neurologica

Scandinavica » (Impact factor:3.126).
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Objectives: The LRRK2--G2019S mutation is the most common cause of
Parkinson’sdisease (PD) in North Africa. G2019S--PD has been described as similar
to idiopathic with minor clinical differences. The aim of this study was to determine
the G2019S-- related phenotype and to investigate gender and gene dosage effects
on clinical fea-tures of G2019S carriers.

Patients and methods: The G2019S mutation was screened in 250 Tunisian
patientswith PD. Twenty--four patients carrying mutations in other PD genes were
excluded. Logistic regression models were used to compare clinical features
between the stud-ied groups.

Results: G2019S carriers (107 cases) and non--carriers (119 cases) were similar in
dis-ease duration, levodopa doses, and gender and phenotype distributions.
However, carriers had a younger age at examination, higher level of education, and
were more likely to report family history of PD and to develop PD at earlier age (P =
0.017). Adjusted for age, sex, disease duration, levodopa--equivalent dose and
educational level, MMSE scores remained significantly higher (adjust P = 0.019) and
UPDRS--lIl scores were lower (adjust P = 0.012) in the G2019S carriers than non-
-carriers. Demographic characteristics of men and women with G2019S mutation
were similar, but men had higher level of education, better cognition (adjust P--value
for educa-tional level = 0.042) and less tendency towards depression than females
(adjust P = 0.046). Furthermore, PD phenotype did not differ between the
homozygous andheterozygous G2019S carriers.

Conclusion: In this study, G2019S carriers had a more benign phenotype than non-
-carriers. Cognitive impairment and depression were less common in G2019S male
carriers compared with females. In addition, we found that LRRK2 gene dosage

does not influence the severity of PD.
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BEN ROMDHAN etal.

1| INTRODUCTION

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder char-
acterized by a severe loss of dopaminergic neurons and the for-

" These pathological

mation of a--synuclein positive aggregates.
alterations result in classic PD motor symptoms such as brady-
kinesia, resting tremor, rigidity and postural instability, and non--
motor symptoms, namely autonomic dysfunctions, cognitive
impairment, neuropsychiatric symptoms, sensory problems and sleep
disorders.”

Mutations in the leucine--rich repeat kinase 2 gene ( LRRK2), and
particularly the p.G2019S (rs34637584: c.6055G>A), are the most
commonly known causes of monogenic forms of PD.? The frequency
of the G2019S mutation is highly variable between re-gions and
ethnic groups. The highest frequencies were observed among North
African Arab--Berber patients (41% of sporadic and 37% of familial
PD cases) and Ashkenazi Jewish patients with PD (13% of sporadic
and 30% of familial canses).s"4 The phenotype of LRRK2--PD has
been described as quite similar to idiopathic PD.However, several
studies found that some clinical particularities are associated with
G2019S mutation.? This raises the question of whether the
phenotype of LRRK2--G2019S PD varies between different ethnic
groups. In this context, the aim of this study was to explore clinical
features of Tunisian patients with PD carrying the LRRK2G2019S
mutation comparatively with non--carriers and toinvestigate gender
and gene dosage effects on clinical features in G2019S carriers.

2| PATIENTS AND METHODS

21 | Participants

Our study included 250 PD cases recruited from 2 sites: 75.6% of
cases recruited from Habib Bourguiba University Hospital (South
Tunisia) and the other 24.4% of the cases were recruited from Razi
University Hospital (North Tunisia). Our study was approved by the
local ethics committee, and an informed consent was obtained from
each patient to participate in the study. None of the subjects was
aware of his/her genetic status, and they were all enrolled in the
study regardless of their familial history of PD, age at examination
and age at onset (AAO). A pedigree was established for each family.
A case was considered as “familial” if at least one close relative
(first--, second--or third--degree relative) was diagnosed with PD by
a neu-rologist specialized in movement disorder. The remaining

patients were classified as “sporadic” cases.

2.2 | Clinical investigations

A detailed physical examination was performed by a neurologist
specialized in movement disorders, and the degree of disability was
assessed by the same neurologist in both centers. All patients
fulfilled the Movement Disorders Society (MDS) clinical diagnostic
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criteria for Parkinson’s disease.’ We prepared a case report form

(CRF) to collect epidemiological data (gender, age, education,
pedigree, rural or urban origin, presence of similar cases in the
family); medical history (diabetes, dyslipidemia, toxic exposition,
heart disease, stroke, cranial trauma); clinical data (AAO, first sign
and its location, motor signs, non--motor signs, presence of
dystonia, MMSE, Hoehn and Yahr scale, Beck’s Depression

Inventory). Levodopa--equivalent daily dose was calculated

according to the conversion table proposed by Tomlinson et al® To

7

UPDRS score’ was

calculated in the morning before taking medication and every 30
minutes after treatment ingestion until obtaining the lowest score. To
compare between subgroups, we took into account the UPDRS--III
score during the ON state for each patient. The percentage of
improvement was calculated as follows: (baseline score-lowest
score after medication) x 100/baseline score.

The degree of severity of PD symptoms was also measured using

determine the degree of improvement,

the Hoehn and Yahr scale.® The mini--mental state examination
(MMSE) was used to measure the degree of cognitive impairment
according to educational attainment.® Any MMSE score higher than
or equal to 21 for middle school (<6 years), 23 for high school (6-- 13
years) and 24 for university/graduate attainment (>13 years) was

considered as normal.'® Beck’s Depression Inventory was used to

evaluate mood disturbance and detect depression.11 Adult
outpatients with a score higher than or equal to 20 were considered
as severely depressed.12 To evaluate the autonomic and sensory
function and the quality of sleep, the patient was investigated to
respond to a questionnaire.

Phenotypes were classified into three subgroups—tremor dominant
(TD), postural instability gait disorder (PIGD) or indeterminate

phenotypes—according to the published formulas.'®

2.3 | Molecular analysis

All the patients were screened for LRRK2 G2019S mutation by an alllelic
(Applied Biosystems PRISM 7000
sequence detection system, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

discrimination Tagman assay

All G2019S non--carrier patients were then screened for 22 PD-- related
genes (ATP13A2, DCTN1, DNAJC13, DNAJC6, SPG11, EIF4G1,
FBXO7, GBA, GCH1, LRRK2, PANK2,PARK2, DJ-1,PINK1, PLA2GS,
POLG, SNCA, SYNJ1, TH, UCHL1, VPS13C and VPS35). Twenty-
-fourpatients carrying mutation in  LRRK2 (other than G2019S mutation),
PARK2,PINK1, SYNJI and GBA genes were excluded from the study.The
remaining 119 patients were classified as apparently idiopathic PD
patients (iPD) and served as a comparator group. G2019S carriers were
not screened for the other PD--related genes except for GBA gene, and

no mutation was detected.

2.4 | Statistical analysis

The statistical programming language R (R Development Core
Team, 2011) was used for descriptive statistics. Two-sample ¢ tests
and linear regression models in adjusted analyses were
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applied to compare continuous clinical features between different
groups. Chi-square tests in unadjusted analyses and logistic
regression models in adjusted analyses were used to compare the
categorical variables. The clinical features were compared between
groups including G2019S carriers and iPD; homozygous and
heterozygous G2019S carriers; men and women carrying the
G2019S mutation. All clinical features and motor scores (UPDRS,
Hoehn and Yahr scale) were corrected for confounding factors (age,
gender, PD duration and Levodopa doses) and, additionally, for the
educational level to compare cognitive impairment. The threshold of
statistical significance was set at P = 0.05.

Ta b | e 1 .Demographics and
diseasecharacteristics of LRRK2 G2019S
carriers and non--carriers

Neurologica

3| RESULTS

The screening of the G2019S mutation revealed that 107 patients
were carriers (42.8% of cases) with a slight male predominance
(61.7%). Among these 107 G2019S carriers, 13 had the mutation at
the homozygous state (12% of G2019S carriers). This mutation had
a comparable frequency in familial cases (57%) than in sporadic
(39.7%) (P = 0.88) and in early--onset cases (55%) than in late-
-onset forms (43.8%) (P = 0.42).

The mean AAO of G2019S carriers was 4 years earlier than non-
-carriers (P = 0.017). G2019S carriers were more likely to re-port a

family history of PD (P = 0.009). They had a younger age at

P--value and

G2019S carriers G2019S non-carriers adjust P--value

Demographic factors and disease characteristic

No. of cases
No. of men

No. with family history
of PD

No. with consanguine-
ous family

Education level (y)
Age at examination (y)
Age at onset (y)

PD duration (y)
Levodopa dose (mg)
Response to treatment

Motor features

UPDRS

Hoehn and Yahr
No. with PIGD
phenotype

No. with TD phenotype

No. with indeterminate
phenotype

Non--motor features
MMSE

No. with cognitive
impairment

No. with autonomic
dysfunction

No. with sensory
disorders

No. with sleep disorders
No. with depression

107 119
66 (61.7%) 68  (57.2%) 0.58
57 (53.27%) 43 (36.1%) 0.009
49 (45.8%) 58 (48.7%) 0.67
6.28+5.13 4.82 +4.47 0.044
60.78 + 11.13 64.85+ 13 0.012
53.8 + 11.57 57.53 + 11.75 0.017
7.2+58 7.38+6.71 0.8
641.8 + 389.5 623.6 + 333.6 0.56
81.2% 74% 0.26
30.77 + 16.87 37.69 + 19.6 0.0122
25+1.1 2.85+1.27 0.12
49 48 0.4P
39 38

19 33

26 +3.46 243+4.7 0.019°
26 (24.5%) 50 (42%) 0.022°
74 (69.1%) 85 (71.4%) 0.912
57 (53.3%) 57 (48%) 0.382
55 (51.4%) 58 (48.7%) 0.682
35 (32.7%) 48  (40.3%) 0.362

No., number; PD, Parkinson’s disease; PIGD, postural instability gait disorder; TD, tremor dominant.

8Analyses were adjusted for gender, age, disease duration and levodopa doses.

PMotor phenotypes were dichotomized into categories of PIGD vs non--PIGD.

CAnalyses were adjusted for gender, age, disease duration, levodopa doses and education.
P-values and adjusted p-values below the significance threshold of 0.05 are highlighted in bold.
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examination (P = 0.012) and more years of formal education than
non--carriers (P = 0.044). In logistic regression models adjusted for
age, gender, PD duration, levodopa doses and educational level,
G2019S carriers had a significantly higher MMSE score (adjust P =
0.019) and a lower UPDRS--Il score during the ON phase (ad-just P
= 0.012) compared with non--carrier (Table 1). When motor
phenotypes in each group were dichotomized into two categories:
PIGD and non--PIGD phenotypes (tremor dominant and indeter-
minate phenotypes), there was no significant difference in the
frequency of motor phenotypes between G2019S carriers and non-
-carriers (Table 1).

We also investigated the possible impact of homozygous sta-tus for

the G2019S mutation on clinical severity (Table 2). Clinical

G2019S
HMZ carriers

G2019S
HTZ carriers

Demographic factors and disease characteristic

No. of cases 13 94

No. of men 5 (38.4%) 60 (63.8%)
No. with family history of 7 (53.8%) 50 (53.2%)
PD

No. with consanguineous 7 (53.8%) 42 (44.68%)
family

Education level (y) 5.8+3.34 6.3+5.3

Age at examination (y) 60.77 £ 12.3 60.77 £ 13.15
Age at onset (y) 53.4 + 10.69 53.83 £ 11.57
PD duration (y) 7.3+523 744+59
Levodopa dose (mg) 669.2 + 516.34 637.8 + 374.5
Response to treatment 83.3% 80.9%

Motor features

UPDRS 38.1+24.3 29.8 £ 15.59
Hoehn and Yahr 255+1 25+12

No. with PIGD phenotype 5 44

No. with TD phenotype 4 35

No. with indeterminate 4 15

phenotype

Non--motor features

MMSE 26.91+24 2591+35
No. with cognitive 2 (15.4%) 24 (25.53%)
impairment

No. with autonomic 8 (61.5%) 66 (70.2%)
dysfunction

No. with sensory disorders 4 (30.7%) 53 (56.38%)
No. with sleep disorders 5 (38.4%) 50 (53.2%)
No. with depression 5 (38.4%) 30 (31.9%)

scores, the frequency of the different motor phenotypes and pres-
ence of non--motor symptoms were compared between both groups
(homozygous and heterozygous G2019S carriers), and no
significant differences were noted.

Further, we studied gender influence on the clinical fea-tures of
G2019S carriers (Table 3). Demographic characteristics of men and
women with the G2019S mutation were similar, but men had a
higher level of education. Statistical comparison be-tween G2019S
male and female carriers using logistic regression models adjusted
for age, PD duration, levodopa doses and ed-ucational level showed
that male carriers had better cognition (adjust P = 0.012) and a
lower risk to develop depression (adjust

P=0.046).

Ta b | e 2 .Demographics and
diseasecharacteristics of homozygous
(HMZ) G2019S mutation carriers and
heterozygous (HTZ) carriers

P--value and
adjust P--value

0.08
0.83

0.56

0.77
0.99
0.95
0.97
0.7

0.59

0.222
0.672
0.78°

0.08¢
0.31°

0.42°2

0.0872

0.25°
0.562

No., number; PD, Parkinson’s disease; PIGD, postural instability gait disorder; TD, tremor dominant.

8Analyses were adjusted for gender, age, disease duration and levodopa doses.

PMotor phenotypes were dichotomized into categories of PIGD vs non--PIGD.

CAnalyses were adjusted for gender, age, disease duration, levodopa doses and education.
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Ta b | e 3 .Demographics and
diseasecharacteristics of male and
female G2019S carriers

Demographic factors and disease characteristic

No. of cases

No. with family history of
PD

No. with consanguineous
family

Education level (y)
Age at examination (y)
Age at onset (y)

PD duration (y)
Levodopa dose (mg)
Response to treatment

Motor features

UPDRS
Hoehn and Yahr

No. with PIGD phenotype
No. with TD phenotype

No. with indeterminate
phenotype

Non--motor features
MMSE

No. with cognitive
impairment

No. with autonomic
dysfunction

No. with sensory
disorders

No. with sleep disorders
No. with depression

Male Female P--value and
G2019S carriers G2019S carriers adjust P--value
65 42

37 (56.9%) 20 (47.6%) 0.34
29 (44.6%) 20 (47.6%) 0.83
7.34+£515 475+4.75 0.02
61.23 + 13.38 60.7 £12.5 0.65
54.66 + 11.87 52.43 £11.1 0.33
6.88 £ 5.54 7.6+6.21 0.5
658.5 + 423 605 + 358 0.5
83% 78.3% 0.53
28.28 £ 15.92 34.22 +17.75 0.12
2.4+1.25 2.67 +1.01 0.28
33 16 0.27°
25 14

7 12

27 £2.46 24.61+4.13 0.012°
11 (17%) 15 (35.7%) 0.012°
44 (67.7%) 30 (71.4%) 0.592
35 (53.8%) 22 (52.4%) 0.86°
31 (47.7%) 24 (57.1%) 0.272
14 (21.5%) 21 (50%) 0.046°

No., number; PD, Parkinson’s disease; PIGD, postural instability gait disorder; TD, tremor dominant.

aAnaIyses were adjusted for age, disease duration and levodopa doses.
BMotor phenotypes were dichotomized into categories of PIGD vs non--PIGD.

CAnalyses were adjusted for age, disease duration, levodopa doses and education.
P-values and adjusted p-values below the significance threshold of 0.05 are highlighted in bold.

4| DISCUSSION

In the present study, we confirmed that the LRRK2--G2019S muta-tion is
the major genetic cause of PD in Tunisia with a frequency that reached
42.8%. This mutation was frequent in both early and late onset of PD
groups. The mean AAO was 53.8 years, but a high variability was
observed ranging from 23 to 77 years, as it was pre-viously
reported.zThe mean AAO for G2019S carriers was 4 years younger than
iPD. Although there are conflicting reports on the effect of the G2019S
mutations on the age of disease onset, our results were in accordance
with studies conducted in large LRRK2 series.14 17 In contrast, other
studies involving a smaller number of patients described a similar AAO

between LRRK2 carriers and non- carriers.'®22 In a Tunisian cohort

reported by Ishihara et al?3, LRRK2

89

carriers had an older AAO than non--carriers; but in the latter group,
authors did not screen for the other PD associated genes that may
influence the AAO.

Concerning motor symptoms, our results suggest a more benign
phenotype in G2019S--PD than in iPD. G2019S mutation carriers had
significantly lower UPDRS--IIl scores than non--carriers. Comparable
results were obtained in a large cohort of 516 G2019S carriers and 790

iPD patients reported by Marras et al?* On the other hand, in contrast to

several prior reports,16'19'20’24'27 there was no significant difference in

the distribution of the different motor phenotypes be-tween G2019S
carriers and non--carriers. Interestingly, our findings are in agreement
with numerous other reported series that were mainly conducted in

18,21,23,28

Tunisian population, while in other populations (mainly

Ashkenazi Jewish), PIGD motor phenotype was
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more prevalent in G2019S--PD than in iPD. This may be related to
an interference of particular genetic or environmental factors in our
population.

The G2019S--PD patients showed better performance on the MMSE test
compared with iPD. Our findings were in line with sev-eral previous
studies. In fact, many reports affirmed that LRRK2--PD patients have
mild after of dis-ease

cognitive changes even many years

progression.24'26‘29'30 Given the low educational level in the ma-jority of
cases of both groups, it would be difficult to ascertain that sampling
effects have not influenced the MMSE score in our study.

While idiopathic PD is more common in men, gender distribution in
LRRK2--PD is variable from one study to another.? We found no sig-
nificant difference in sex distribution between iPD and G2019S--PD
although the male predominance was more marked in the G2019S

group with a male--to--female ratio of 1.6. Our results are in accor-

dance with previous Tunisian reported series.21’28’31’32

In contrast,
other studies reported women predominance in their G2019S--PD
cohorts,20:26:33,34 Here, we also noted that these studies report-ing

female predominance in G2019S carriers were conducted on
Ashkenazi Jewish patients suggesting that this difference is based
on ethnic origin. In fact, in a meta--analysis reported by Gan--Or et
aI35, the two genders were equally affected concluding that LRRK2-
-PD lacks a sex effect.

In our cohort, men and women G2019S carriers were similar in the
age, AAO, disease duration and levodopa daily doses. However,
men were found to have a higher level of education, a better MMSE

score and a lower risk to develop depression than women. This was

in concordance with several previous studies.>®

Further, we found that LRRK2 gene dosage does not influence the
phenotype. The severity of the disease did not differ between
homozygote and heterozygote carriers of the G2019S mutation. The
same results were noted in previous studies reporting several cases
with a homozygous G2019S mutation.?"23:37

In conclusion, G2019S carriers are more likely to onset PD at a
younger age than non--carriers. In general, G2019S carriers had
simi-lar PD symptoms to non--carriers but with a more benign
phenotype and less cognitive impairment. G2019S male carriers had
better cog-nition and less tendency towards depression. These
clinical features of G2019S--PD may vary according to the ethnicity
of the patient. In addition, we found that LRRK2 gene dosage does
not influence the severity of PD.

The main strength of our study is the large sample size with a
homogenous ethnic origin in addition to the use of uniform clinical
evaluation methods across the two sites. Yet, there are a few lim-itations
that need to be considered. This study was conducted on patients from
the Tunisian population known for its high frequency of G2019S mutation,
allowing us to investigate the clinical charac-terization with a higher
statistical power. Nevertheless, these results may be limited to the
Tunisian population as it is a population with a very high consanguinity
rate and a low educational level among elderly patients. An additional
limitation is that autonomic, sensory and sleep disorders were evaluated

based on the patients’ responses
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to a questionnaire. More information could be obtained with ob-
jective tests. Finally, the cross--sectional design did not allow for
comparisons of the disease progression between G2019S carriers
and non--carriers, and a longitudinal study would provide stronger
results.
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IV.1.Comparaison des caractéristiques cliniques entre les porteurs et les

non-porteursde la mutation p.G2019S

Vingt-quatre patients porteurs de mutation sur les génes LRRK2 (autre que la mutation
p.G2019S), PARK?2, PINKI,SYNJI et GBA ont été exclus de cette comparaison. Les 119
patients restants ont été classés comme des patients parkinsoniens idiopathiques (iPD).

Les données démographiques, les scores et signes moteurs, et les signes non-moteurs ont été
comparés entre les 107 patients porteurs de la mutation p.G2019S et les 119 patients
idiopathiques (Tableau 15).

Chez les patients porteurs de la mutation p.G2019S, 1'age de début moyen était de 53,8 ans.
Comme il a été rapporté précédemment, une variabilité importanted'dge de début de la maldie
a été observée allant de 23 a 77 ans[341]. L'age de début moyen des porteurs de la mutation

p.G2019S était de 4 ans plus précoce que de celui des non-porteurs (p= 0,017) (Figure 35).

—_—
|

'
——

P-value = 0.017
I |
G2019S non G2019S
carriers carriers

Figure 35. Comparaison de 1’age de début de la MP entre les patients porteurs et non porteurs de la
mutation p.G2019S; AAO : Age At Onset.

Bien qu'il y ait des résultats contradictoires sur l'effet de la mutation p.G2019S sur l'age
d'apparition de la maladie, nos résultats étaient en accord avec les ¢tudes menées dans les plus
grandes séries des patients parkinsoniens porteurs de la mutation p.G2019S[342-345]. En
revanche, d'autres études impliquant moins de patients, ont décrit un dge de début moyen
similaire entre les porteurs et les non-porteurs de la mutation p.G2019S[174, 346-349]. Dans
une cohorte tunisienne rapportée par Ishihara et al., les porteurs de la mutation p.G2019S
avaient un age de début moyen plus tardif que les non-porteurs; mais dans ce dernier groupe,
les auteurs n'ont pas criblé les autres geénes associés a la MP ce qui pourraient influencer 1'dge

de début moyen [350].
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Tableau 15. Caractéristiques démographiques et cliniques des porteurs et non porteurs de la mutation

LRRK2-p.G2019S.

Porteurs de la
mutation p.G2019S

Non Porteurs de la p-valeur et p-
mutation p.G2019S valeur ajustée

Facteurs démographiques et caractéristiques de la maladie

No. de cas 107 119

No. d’homme 66 (61.7%) 68 (57.2%) 0.58
No. avec histoire familiale de la MP 57 (53.27%) 43 (36.1%) 0.009
No. de famille consanguine 49 (45.8%) 58 (48.7%) 0.67
Niveau d'éducation (années) 6.28 £5.13 4.82 +4.47 0.044
Age a I’examen (années) 60.78 £11.13 64.85+13 0.012
Age au début de la MP (années) 53.8£11.57 57.53 £11.75 0.017
Durée de MP (années) 7.2 £5.8 7.38 £6.71 0.8
Dose de Lévodopa (mg) 641.8 £389.5 623.6 +333.6 0.56
Réponse au traitement 81.2% 74% 0.26
Caractéristiques motrices

Score UPDRS 30.77 £16.87 37.69 £19.6 0.012%
Score Hoehn et Yahr 2.5 1.1 2.85+1.27 0.1%
No. avec phénotype PIGD 49 48 0.4°
No. avec phénotype TD 39 38

No. avec phénotype indéterminé 19 33

Caractéristiques non motrices

Score MMSE 26 £3.46 24.3+4.7 0.019°
No. avec déficience cognitive 26 (24.5%) 50 (42%) 0.022°
No. avec troubles neurovégétatifs 74 (69.1%) 85 (71.4%) 0.91%
No. avec troubles sensoriels 57 (53.3%) 57 (48%) 0.38?%
No. avec des troubles de sommeil 55 (51.4%) 58 (48.7%) 0.68%
No. avec dépression 35 (32.7%) 48 (40.3%) 0.36%

ala valeur du p est ajustée aux gender, age, durée d’évolutionet dose de 1évodopa.

bla valeur du p est ajustée aux gender, age, durée d’évolution et dose de 1évodopa et le niveau d’éducation.
cOn a divisé les phynotypes en deux groupes : phénotype PIGD et phénotype non PIGD (TD+indéterminé).
No.: nombre; PIGD: postural instability gait disorder; TD: tremor dominant.
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Les porteurs de la mutation p.G2019S étaient plus susceptibles de déclarer des antécédents
familiaux de la MP (p= 0,009),avaient un age a l'examen plus jeune (p= 0,012) et plus
d'années d'éducation que les non-porteurs (p= 0,044). Dans les modeles de régression
logistique ajustés pour l'age, le sexe, la durée de la MP, les doses de 1évodopa et le niveau
d'éducation; les porteurs de la mutation p.G2019S, avaient un meilleur score MMSE
significativement plus élevé (p-ajusté= 0,019) et un meilleur score UPDRS-III (plus bas) au
cours de la phase ON (p-ajusté= 0,012) par rapport aux non-porteurs (Tableau 15). Lorsque
les phénotypes moteurs dans chaque groupe étaient subdivisés en deux catégories: les
phénotypes PIGD et non-PIGD (phénotypes tremblements dominants et indéterminés); il n'y
avait pas de différence significative dans la fréquence des phénotypes moteurs entre les
porteurs et les non porteurs de la mutation p.G2019S (Tableau 15).

Nos résultats suggerent un phénotype plus bénin de la MP associée a la mutation p.G2019S
que dans la forme idiopathique (iPD). Les porteurs de la mutation p.G2019S présentaient des
scores UPDRS-III significativement plus faibles que les non-porteurs. Des résultats
comparables ont été obtenus dans une grande cohorte de 516 porteurs de la mutation et de 790
patients de type iPD rapportés par Marras et al. [351]. Cependant, contrairement a plusieurs
rapports antérieurs [344, 346, 347, 351-354], il n'y avait pas de différence significative dans
la distribution des différents phénotypes moteurs entre les porteurs de la mutation p.G2019S
et les non porteurs. Fait intéressant, nos résultats sont en accord avec de nombreuses autres
séries rapportées qui ont été principalement menées dans la population Tunisienne [173, 174,
348, 350], tandis que dans d'autres populations (principalement Juive Ashkénaze), le
phénotype moteur PIGD était plus répandue dans le groupe des porteurs que dans le groupe
iPD. Cela peut étre li¢é a une interférence de facteurs génétiques ou environnementaux
particuliers dans notre population.

Les patients porteurs de la mutation p.G2019S ont montré une meilleure performance pendant
le test MMSE par rapport au groupe iPD. Nos résultats étaient en accord avec plusieurs études
antérieures. En fait, de nombreux rapports affirment que les patients porteurs des mutations
sur le géne LRRK?ont des changements cognitifs 1égers, méme apreés de nombreuses années
de progression de la maladie [351, 353, 355, 356]. Néanmoins, vu le faible niveau d'éducation
dans la majorit¢ des cas dans les deux groupes (porteurs et non porteurs de la mutation
p.G2019S), il serait difficile d’affirmer que cette différence du score MMSE n’était pas
influencée par des effets de I'échantillonnage, surtout que le niveau d’éducation était plus

important dans le groupe des porteurs de la mutation p.G2019S.
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1V.2.Comparaison des caractéristiques cliniques entre les porteurs mdles et

femelles de la mutation p.G2019S

Dans notre étude, nous avons investigué l'influence du genre sur les caractéristiques cliniques

des porteurs de la mutation p.G2019S (Tableau 16).

Tableau 16. Caractéristiques démographiques et cliniques des porteurs males et femelles de la

mutation p.G2019S.

Porteurs males

Porteurs femelles

p-valeur et p-
valeur ajustée

Facteurs démographiques et caractéristiques de la maladie

No. de cas

No. avec histoire familiale de la MP

No. de famille consanguine
Niveau d'éducation (années)

Age a I’examen (années)

Age au début de la MP (années)
Durée de MP (années)

Dose de Lévodopa (mg)

Réponse au traitement
Caractéristiques motrices
Score UPDRS

Score Hoehn et Yahr

No. avec phénotype PIGD

No. avec phénotype TD

No. avec phénotype indéterminé
Caractéristiques non motrices
Score MMSE

No. avec déficience cognitive
No. avec troubles neurovégétatifs
No. avec troubles sensoriels

No. avec des troubles de sommeil

No. avec dépression

65
37 (56.9%)
29 (44.6%)
7.34+5.15
61.23 +13.38
54.66+11.87
6.88 +5.54
658.5 +423
83%

28.28 £15.92
2.4+1.25

33

25

7

27 42.46
11 (17%)
44 (67.7%)
35 (53.8%)
31 (47.7%)
14 (21.5%)

42
20 (47.6%)
20 (47.6%)
4.75+4.75
60.7 £12.5
52.43+11.1
764621
605+358
78.3%

34.22+17.75
2.67+£1.01
16

14

12

24.61+4.13
15 (35.7%)
30 (71.4%)
22 (52.4%)
24 (57.1%)
21 (50%)

0.34
0.83
0.02
0.65
0.33
0.5

0.5

0.53

0.1%
0.2?
0.27¢

0.012°
0.012°
0.592
0.86°
0.27°
0.046°

a la valeur du p est ajustée al’age, durée d’évolution et dose de 1évodopa.
b la valeur du p est ajustée a I’age, durée d’évolution et dose de [évodopa et le niveau d’éducation.

¢ On a divisé les phynotypes en deux groupes : phénotype PIGD et phénotype non PIGD (TD+ indéterminé).
No.: nombre; PIGD: postural instability gait disorder; TD: tremor dominant.
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Bien que la MP idiopathique est plus fréquente chez les hommes, la distribution du genre dans
la MP associée a la mutation p.G2019S est variable d'une étude a 1'autre [341]. Nous n'avons
pas trouvé de différence significative dans la répartition du sexe entre le groupe iPD et le
groupe des porteurs de la mutation p.G2019S, bien que la prédominance masculine a été plus
marquée dans le groupe des porteurs avec un ratio hommes/femmes de 1,6. Nos résultats sont
conformes aux résultats antérieures rapportés dans la population Tunisienne [173, 317, 348,
357]. En revanche, d'autres études ont signalé une prédominance des femmes dans leurs
cohortes [170, 347, 353, 358]. Ici, nous avons également noté que ces études rapportant la
prédominance féminine dans les porteurs de la mutation p.G2019S ont ¢ét¢ menées sur des
patients Juifs Ashkénazes; suggérant que cette différence est basée sur l'origine ethnique de la
population étudiée. En fait, dans une méta-analyse les deux sexes ont été affectés avec une
méme prévalence [359]. Cette étude a examiné tous les articles avec des données déclarées
pour le sexe et le statut de mutation chez les patients et les témoins (17) et 33 études
supplémentaires qui incluaient des données sur le rapport hommes / femmes uniquement chez
les patients ; avec un total de 6527 patients parkinsoniens (3986 hommes et 2541 femmes).

Les caractéristiques démographiques des hommes et des femmes atteints de mutation
p-G2019S étaient similaires, mais les hommes avaient un niveau d'éducation plus élevé. La
comparaison statistique entre ces deux groupes en utilisant des modeles de régression
logistique ajustés pour l'age, la durée de la MP, les doses de 1évodopa et le niveau d'éducation
a montré que les porteurs males avaient une meilleure cognition (p-ajustée = 0,012).Nous
avons également noté une fréquence plus élevée de la dépression chez les femmes porteuses
de la mutation p.G2019S (p-ajustée = 0.046). Nos résultats sont en accord avec plusieurs

¢tudes antérieures [360].

1V.3.Comparaison des caractéristiques cliniques entre les porteurs de la

mutation p.G2019S a I’état homozygote et hétérozygote
Dans cette partienous avons comparé¢ le tableau cliniquedes patients porteurs de la mutation
p.G2019S a I’état homozygote avec celui des porteurs de la mutation a [’état
hétérozygote.Nous avons trouvé que la sévérité de la maladie ne différait pas entre les
porteurs homozygotes et hétérozygotes de la mutation p.G2019S (Tableau 17); ce qui suggere
que le dosage du géne LRRK? n'influence pas le phénotype. Les mémes résultats ont été

notés dans d’autres études précédentes rapportant plusieurs cas porteurs de la mutation

p.G2019S a I’état homozygote [348, 350, 361].
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Tableau 17. Caractéristiques démographiques et cliniques des porteurs de la mutation p.G2019S a
1’état homozygote (HMZ) et hétérozygotes (HTZ).

Porteurs
al’état HMZ

Porteurs p-valeur et p-
a ’état carriers valeur ajustée

Facteurs démographiques et caractéristiques de la maladie

No. de cas 13 94

No. d’homme 5 (38.4%) 60 (63.8%) 0.08
No. avec histoire familiale de la MP 7 (53.8%) 50 (53.2%) 0.83
No. de famille consanguine 7 (53.8%) 42 (44.68%) 0.56
Niveau d'éducation (années) 5.8 +£3.34 6.3£5.3 0.77
Age a ’examen (années) 60.77£12.3 60.77£13.15 0.99
Age au début de la MP (années) 53.4 £10.69 53.83 £11.57 0.95
Durée de MP (années) 7.3£5.23 7.44 £5.9 0.97
Dose de Lévodopa (mg) 669.2+516.34 637.8 £374.5 0.7
Réponse au traitement 83.3% 80.9% 0.59
Caractéristiques motrices

Score UPDRS 38.1+£24.3 29.8 £15.59 0.22°
Score Hoehn et Yahr 2.55 £1 25+1.2 0.67%
No. avec phénotype PIGD 5 44 0.78 ¢
No. avec phénotype TD 4 35

No. avec phénotype indéterminé 4 15

Caractéristiques non motrices

Score MMSE 2691 +2.4 25.91£3.5 0.08"
No. avec déficience cognitive 2 (15.4%) 24 (25.53%) 0.31°
No. avec troubles neurovégétatifs 8 (61.5%) 66 (70.2%) 0422
No. avec troubles sensoriels 4 (30.7%) 53 (56.38%) 0.087%
No. avec des troubles de sommeil 5 (38.4%) 50 (53.2%) 0.25¢%
No. avec dépression 5 (38.4%) 30 (31.9%) 0.56%

a la valeur du p est ajustée aux gender, age, durée d’évolution et dose de 1évodopa.

b la valeur du p est ajustée aux gender, age, durée d’évolution et dose de 1évodopa et le niveau d’éducation.

¢ On a divisé les phynotypes en deux groupes : phénotype PIGD et phénotype non PIGD (TD+indéterming).
No.: nombre; PIGD: postural instability gait disorder; TD: tremor dominant.
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V. Identification des facteurs qui peuvent influencer I’age de début de
la MPchez les patients porteurs de la mutation p.G2019S

La pénétrance de la mutation p.G2019S est incompléte et trés variable d’un patient a un autre.
Plusieurs études ont suggéré la présence des facteurs génétiques qui peuvent influencer 1’age
de début de la maladie chez les patients Parkinsoniens porteurs de la mutation p.G2019S tel
que la variationc.161+22137C>G sur le géne DNM3 identifiée par Trinh et al. [309].
L’objectif de notre travail était d’étudier les facteurs qui peuvent influencer I’age de début de
la maladie de Parkinson chez les patients porteurs de la mutation LRRK2-p.G2019S. Pour
les107 patients, nous avons vérifi¢ I’influence de la variation rs2421947sur le géne DNM3 sur
I’age de début de la MP. Nous avons aussi recherché d’autres variations sur le gene LRRK2
qui puissent influencer I’age de début de la MP chez les porteurs de la mutation p.G2019S.
La comparaison statistique de 1’age de début entre les males et les femelles porteurs de cette
mutation et entre les porteurs de la mutation a I’état homozygote et a 1’état hétérozygote a
montré que la différence d’age de début n’était pas significative, ce qui suggere que le sexe et
le dosage de la mutation ne sont pas des facteurs influencant 1’age de début chez nos patients.
Le criblage de la variation ¢.161+22137C>Gsur le géne DNM3 nous a permis d’exclure ’effet
potentiel de cette variation sur 1’age de début de la MP chez les porteurs de la mutation
p-G2019S. Ainsi, nous avons séquencé la totalit¢ du gene LRRK2 chez 3 cas porteurs de la
mutation p.G2019S avec un age de début inférieur a 50 ans et de différentes origines. Nous
avons identifi¢ 8 variations sur le gene LRRK2 en commun entre ces 3 patients, mais
seulement deux variations (p.L953L et p.S1647T) étaient rares et en trans. Ces deux
variations ont été criblées chez nos 107 patients porteurs de la mutation p.G2019S et nous
avons comparé I’age de début moyen associé¢ a chaque génotype. Une différence significative
d’age de début a été observée pour la variation p.L953L. Les porteurs de cette variation
avaient un age de début 7 ans plus précoces que celui des non porteurs. Pour étudier I’effet de
la variation p.L953L sur I’épissage et le niveau d’expression du géne LRRK2, nous avons
effectué une extraction d’ARN pour 3 patients porteurs de cette variation et le niveau
d’expression a été¢ analysé par PCR semi quantitative. Le géne LRRK?2 était deux fois plus
exprimé chez ces 3 patients par rapport au témoin, ce qui confirme les prédictions in silico

que la variation p.L953L crée deux nouveaux sites"enhancer".
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V.1. Effet de la variation DNM3 rs2421947sur ’dge de début

Récemment, Trinh et ses colleégues ont présenté la variation rs2421947 (c.161 + 22137C> G)
sur le gene DNM3 comme un modificateur de I'dge de début de maladie de Parkinson chez les
porteurs de la mutation LRRK2-p.G2019S[309]. Les auteurs ont utilis¢ une approche de
«Genome wide linkage analysis » sur 41 familles Tunisiennes avec la mutation p.G2019S. En
plus du locus 12q12 qui englobe le géne LRRK2, les analyses de liaison ont montré que le
locus 1g23.3 a 1g24.3 posséde le score LOD le plus ¢élevé. L’analyse des marqueurs
d'association dans cette région chez 232 cas non apparentés porteurs de la mutation p.G2019S
a révélé 3 SNPs (rs742510, 152421947 et 1s2206543) sur le géne dynamine-3 (DNM3). Dans
un modele de régression de Cox, la seule association significative était observée pour la
variation ¢.161+22137C>G (rs2421947)sur le géene DNM3. Vu que cette variation est
intronique, les auteurs ont étudié son effet sur 1’expression du gene. Le transcrit Dyn3b était
fortement exprimé chez les porteurs homozygotes GG de la variation ¢.161+22137C>G. Ces
résultats ont été répliqués sur des patients de différente origine : de Norway et France
(n=129), de I’Algérie (n=46) et d‘Amérique (n=88). L'dge médian d'apparition chez les
porteurs homozygotes GG de la variation était de 12,5 ans plus précoce que celui chez les
porteurs du génotype homozygotes de type sauvage CC ([HR] = 1,61 (IC a 95% 1,15-2,27, p-
valeur = 0,02 pour les génotypes CC vs GQG).

La dynamine, est un membre d'une famille de protéines liant le guanosine triphosphate (GTP).
Les dynamines participent a un certain nombre d'événements de trafic membranaire tels que
'endocytose a médiation par la clathrine [362]. Dans une étude fonctionnelle in vitro, Stafa et
ses collegues ont montré que LRRK?2 interagit avec la dynamine 1-3 qui induit une scission de
la membrane dans I'endocytose induite par la clathrine [363]. Dans les neurones en culture,
LRRK2 interagit avec la dynamine-1 et la mitofusine-1 qui interviennent dans la fusion
mitochondriale. En fait, LRRK2 réduit le niveau de dynamine-1 qui atténue le
raccourcissement des neurites. Cette interaction implique LRRK?2 dans la régulation de la
dynamique de la membrane qui est importante pour I'endocytose et la morphologie
mitochondriale [363].

Dans notre étude, nous avons étudié I'influence de la
variationDNM3c¢.161+22137C>Gsurl’age de début de la MP chez nos 107 patients porteurs de
la mutation LRRK2-p.G2019S. Le criblage de la variation DNM3c.161+22137C>Ga montré
que 27 patients ont été porteurs du génotype sauvage (CC) avec un age de début moyen

(AAO) de 53 ans, 42 patients avaient la variation a 1’état hétérozygote (CG) avec un AAO
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moyen de 54.8 ans et 38 patients avaient la variation a 1’état homozygote (GG)avec un AAO
moyen de 56.6 ans (Figure 36).Le test ANOVA a montré que la différence de I’AAO moyen
entre les 3 groupes qui représentent les différents génotypes de la variation DNM3
c.161+22137C>G est non significatif (p-value = 0.48) (Figure 36). Cela suggere que cette
variation ne contribue pas a I’apparition de la MP a un age plus précoce chez les porteurs de
la mutation p.G2019S. Nos résultats sont en accord avec les résultats publié récemment qui
¢tudient D’effet du géne DNM3 sur 1’age de début de la MP chez les porteurs de la mutation

p-G2019S dans la population Espagnole[364].
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Figure 36.Comparaison de I’age de début (AAO) de la MP en fonction du génotype de la
variationc.161+22137C>G sur le géne DNM3.
V.2. Recherche d’autres variations sur le géne LRRK?2

Afin d’identifier des variations impliquées dans 1’apparition de la maladie de Parkinson a un
age plus précoce chez les patients porteurs de la mutation p.G2019S, nous avons procédé a
séquencer la totalit¢ du gene LRRK2par NGS chez trois patients d’origine Tunisienne,
Algérienne et Francaise ayant respectivement un age de début de 41, 31 et 48 ans. Nous avons
pu identifier 8 variations en commun entre ces 3 patients dont deux variations non-sens :
p-M2397T et p.S1647T et six variations silencieuses : p.L153L, p.L953L, p.G1624G,
p-K1637K, p.G1819G et p.E2108E (Tableau 18).

Seulement les deux variations p.L953L et p.S1647T, étaient rares. La variation p.L953L est
en position trans par rapport a la mutation p.G2019S alors que la variation p.S1647T touche le
site catalytique kinase de la protéine LRRK2. Ces deux variations ont été criblées chez tous
les 107 patients porteurs de la mutation p.G2019S pour étudier leur éventuel effet sur I’age de

début de la maladie.
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Tableau 18. Les variations identifiées en commun entre les 3 patients sur le géne LRRK?2 et leurs
fréquences dans les bases de données.

Variation

mucleoidigue Protéue SNF B0 00Ganame  sur Bxne
c.457T>C p.L153L rs10878245 Exon 5 0.4529 0.5263
c.2857T>C p.LI9S3L 1s7966550 Exon22  0.0901 0.106
c.4872C>A p-G1624G  rs1427263 Exon34  0.3171 0.6781
c.4911A>G p-K1637K  rs11176013 Exon34  0.4143 0.5734
c.4939T>A p-S1647T  rs11564148 Exon34  0.2859 0.2983
c.5457T>C p.G1819G  rs10878371 Exon49  0.4147 0.5733
c.6324G>A p.E2108E  rs10878405 Exon43  0.2738 0.3001
c.7190T>C p-M2397T  1s3761863 Exon49  0.4483 0.624

V.2.1. Etude de la variation p. SI1647T : ¢.4939T>A

La variation ¢.4939T>A sur le géne LRRK?2 touche le site catalytique kinase de la protéine
LRRK2, ce qui suggere un effet délétere de cette variation. Cependant, 1’alignement multiple
a montré que le résidu sérine en position 1647 n’est pas conservé entre les différentes especes
et I’analyse in silico a prédit qu’elleest un simple polymorphismenon délétere.

L’age de début moyen était de 56.8 ans,54.3et 62.5 ans chez les patients porteurs des
génotypes TT, TA et AA respectivement. Cependant la p-value a été¢ non significative (p=
0.062) (Figure 37). Le résultat ainsi obtenu a montré que la substitution ¢.4939T>A n’est pas

associée a un age de début plus précoce.
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Figure 37.Comparaison d’age de début (AAO) en fonction du génotype de la variation p.S1647T :
c.4939T>A sur le géne LRRK2.
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V.2.2. Etude de la variation p.L953L : ¢.2857T>C

La variation ¢.2857T>C est une variation silencieuse qui préserve le résidu leucine dans la
position 953. Nous avons étudié¢ ’effet de cette variation sur ’ARN en utilisant le logiciel
Human splicing Finder (HSF). Ce dernier a montré que cette variation n’a pas d’effet sur
I’épissage (taux de modification de -0.78% par rapport au normal). Mais nous avons noté

I’apparition de deux nouveaux sites enhancer et la destruction de deux sites silencer (Figure

38).

A | - rsruaices
Sequence Posifion | cONA Position | Splice site type Maotif Mew splice site | Wild Type | Mutant em:ﬁ:’l'g"‘!; I:; :::ol1 UBI:‘“ ;c'n
47 L) Aeceplor INTIRICTICRGAT | tactatcticaghl | 8927 | 8857 58 A 78
~ EEs rom Znang et al
n s Enhancer motif Enhancer motif + i
P P
Sequence Position cDNA Position reference sequence mutant sequence Variation
144 7] ARRTAC
146 I3 AIRITA
147 47
c v Es rom Zhacg et &
Sequence Position cDNA Position ST a— Variation
reference Sequence mutant sequence
147 47 TARTIAT
149 T} -

Figure 38. Résultats de prédictions in silico de I’effet de la variation p.L953L.

Vu que les enhancers peuvent avoir un effet sur la stabilit¢ de I’ARNm, la prédiction de la
structure de ’ARN muté et normal, aussi bien que le calcul de I’énergie libre (dG) ont été
réalisées par le programme Mfold (Figure 39). L’estimation des changements sur la stabilité
est possible a travers le calcul du AdG = dG de ’ARN muté — dG de ’ARN WT. Une
différence négative refléte une augmentation de la stabilité alors qu’une différence positive
indique sa diminution. Cette analyse a montré que la variation c.2857T>C provoque une
faible diminution de la stabilité de ’ARNm de 1.7 (dG WT=-11.7, dG muté= -9).

Ces résultats de prédictions in-silico suggerent que la variation ¢.2857T>C a un effet sur le

niveau d’expression du gene LRRK?2 et peut conduire a son augmentation.
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Figure 39.Structure de I'ARN sauvage (A) et muté(B) du géne LRRK?réalisée par Mfold.

Le criblage de la variation ¢.2857T>C/p.L953L a montré que ce changement nucléotidique

existe a I’état hétérozygote chez 16 patients parmi les 107 étudiés (Figure 40).
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Figure 40.Comparaison d’age de début (AAO) en fonction du génotype de la variation ¢.2857T>C.

L’¢étude de I’association entre cette variation et I’age de début de la maladie a été réalisée par
le test de student (t-test). D’aprés cette analyse nous avons remarqué que 1’age de début
moyen de la maladie chez les patients porteurs de la variationp.L953L est significativement
plus précoce que celui des patients non porteurs ou il passe de 49.8 ans a 56 ans
respectivement (p-value 0.036) (Figure 40). Par conséquence nous pouvons conclure que la
variation p.L953L sur le géne LRRK?affecte I’age de développement de la maladie de
Parkinson chez les patients porteurs de la mutation p.G2019S et provoque ’apparition de la

maladie a un age plus précoce, voire de 6 ans avant les non porteurs.
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V.2.3. Analyse de [’effet de la variation p.L953L sur [’expression du gene
LRRK?2

Pour étudier I’effet de la variation p.L953L sur 1’épissage et le niveau d’expression du gene
LRRK2, I’ARN a été extrait a partir des lymphocytes totaux des prélévements sanguins de 3
patients parkinsoniens porteurs des deux mutations (p.G2019S et p.L953L) et un témoin sain.
Pour ce témoin, les variations étudiées ont été¢ déja criblées précédemment et nousavons
vérifié qu’il n’est pas porteur d’aucune d’elles. Un traitement Dnase a été réalisé pour
I’¢limination les traces de I’ADN contaminant et pour mieux confirmer sa pureté, une PCR
sur ’ARN a été effectuée.Pour la RT-PCR, nous avons choisi des amorces qui couvrent les
exons 21, 22 et 23 du gene LRRK2. Le produit de la RT-PCR a été séquencé pour s’assurer
du fragment amplifié¢ et pour vérifier si la variation a un effet sur 1’épissage. Cela a confirmé
les résultats fournit par HSF indiquant que la variation p.L953L n’a pas d’effet sur 1I’épissage

(Figure 41).

Exon 21 Exon 22 c.zsi':'bc Exon 23
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Figure 41. Résultats de séquengage du produit de la RT-PCR des exons 21, 22 et 23chez un patient
porteur de la variation ¢.2857T>C.

L’étude de I’expression du gene LRRK?2 a été réalisé par RT-PCR semi quantitative (Figure
42). Le gene constitutif codant pour la Beta-2-Microglobulin (B2M) a été utilis¢ comme
contrdle positive interne de la RT-PCR. Ce gene est un géne de ménage qui est toujours
exprimé sans mécanisme de régulation. Ainsi le niveau d’expression du gene B2M a été utilisé
comme un controle positive de la concentration d’ARN dans la RT-PCR semi quantitative et
pour comparer le niveau d’expression du géne LRRK?entre les patients et le témoin.

Les profils d’amplification analysés sur gel d’agarose ont été quantifiés en utilisant le logiciel
Quantity 1D analysis software (Bio-Rad), I’intensité des bandes a été exprimée en unité
arbitraire calculée par le logiciel (Figure 43).

L’analyse de I’intensité des bandes du cDNA amplifiés montre que le géne LRRK2 est
surexprimé chez les patients porteurs des deux variations p.G2019S et p.L953L a la fois que
chez le témoin sain. Les valeurs ont été corrigées par rapport a I’intensité de la bande du gene

constitutif chez le témoin pour minimiser 1’erreur de pipetage et de manipulation (Figure 43).
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Figure 42. Analyse sur gel d’agarose des produits de la RT-PCR semi quantitative.
MT : marqueur de taille 100pb, P : patient, T : témoin, T": controle négatif de la RT-PCR
La mutation p.G2019S touche le domaine kinase de la protéine LRRK2 et provoque
I’augmentation de ’activité d’autophosphorylation en augmentant la Constante catalytique
Vmax [314, 315]. Une surexpression de la protéine mutée peut aggraver de plus ce
dysfonctionnement ce qui explique I’age plus précoce de I’apparition de la maladie chez les
porteurs de la variation p.L953L par rapport aux non porteurs.Cependant, ces résultats sont
des résultats préliminaires et nous envisageons a agrandir notre cohorte pour s’assurer de la
signification des résultats statistiques. Aussi, il sera plus adéquat d’étudier I’effet de la
variation p.L953L sur le niveau d’expression du gene LRRK?2 en utilisant des méthodes plus
fiables et sensibles tel que la PCR quantitative en temps réel et en augmentant le nombre des
témoins et des patients analysés pour réaliser une comparaison statistique du niveau

d’expression.
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Figure 43. Niveau d’expression du géne LRRK2 chez 3 patients porteurs de la mutation p.G2019S et
de la variation p.L953L en comparaison du témoin sain.
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B. Séquencage du géne GBA

Dans notre étude nous avons séquencé le géne GBA chez tous les 250 patients, y compris les
porteurs de la mutation p.G2019Safin d’identifier une éventuelle interaction génétique entre le
géne GBA et le geéne LRRK?2. En effet, la maladie de Parkinson monogénique est rare et ses
formes ne dépassent pas les 10-20% des cas [144]. La plupart des formes de la MP sont le
résultat d'interactions entre des facteurs génétiques et / ou des facteurs environnementaux.
Certains polymorphismes sur les genes SNCA, MAPT, LRRK2 et GBA sont considérées
comme des facteurs de risque de la MP dans plusieurs populations. Ces variations peuvent
modifier la pénétrance, la sévérité, et la progression de la MP.

L'analyse moléculaire par la méthode de Sanger a révélé un total de 8 variations identifiées a
I'état hétérozygote chez 8 patients, y compris deux mutations rapportées précédemment:
p-A477T et p.L483P (ancienne nomenclature 1.444P) et 6 nouvelles variations: c.-68-1G>C,
p.D180G, p.A215V, p.F290Y, p.R434S et p.G525D (tous avec la nouvelle nomenclature).
Pour ces patients, aucune variation dans les autres genes testés n'a été détectée sauf pour le

patient porteur de la variation de p.R434S qui était porteur de la mutation LRRK2-p.G2019S.

I. La variation c.-68-1G> C

Cette nouvelle variation a ét¢ identifiée chez une famille avec deux cas parkinsoniens. Cette
substitution située dans l'intron 1, a été prédite d’introduire la destruction totale du site
d’épissagepar Alamut software visual 2.7. Cela provoquera le déplacement du site d'épissage
de 18pb en amont (c.-50) vers un nouveau site cryptique fortement activé avec un score HSF
= 89,9 (Figure 44). Cette activation n'aurait aucun effet sur la traduction de la protéine
puisque I'ATG initiateur ne serait pas affecté. Ces prédictions ont été validées par une étude
de ’ARNm du géne GBA chez les porteurs et les non porteurs de cette variation dans cette
famille. L’amplification des exons 1,2 et 3 par RT-PCR sur ’ARN extrait a partir des
lymphocytes totaux, a montré la délétion de 18pb entre I’ARNm des porteurs de la mutation
et les non porteurs (Figure 45). L’ensemble de ces résultats suggere que la variation c.-68-
1G>C n’est pas pathogene surtout qu’elle ne co-ségrége pas avec la MP dans cette famille et

que la mere porteuse €tait asymptomatique jusqu’a l'age de 90 ans.
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Figure 44. Analyse de la variation c.-68-1G> Csur le géne GBA.
(A) Pedigree de la famille. (B) Electrophérogrammes montrant la variation intronique c.-68-1G>C.
(C) Résultats d’analyse in silico de la variation c.-68-1G>C montrant I’abolition du site accepteur WT
et la création d’un nouveau site cryptique a la position ¢.-50. (D) Analyse des produits de la RT- PCR
montrant la délétion de 18pb entre I’ARNm des porteuses et non porteuse de la variation c.-68-1G>C.

II. Les variations exoniques sur le géne GBA

Dans cette étude, nous avons identifié¢ 5 nouvelles variations exoniques (p.D180G, p.A215V,
p.F290Y, p.R434S et p.G525D) et 2 précédemment décrites (p.A477T et p.L483P).

Sur le gene GBA, pres de 300 mutations ont été décrites selon la base de données de génomes
humains avec p.N370S et p.L444P étant les mutations les plus fréquentes et qui comptent
pour plus de 70% des alleles mutantés chez les Juifs ashkénazes[365, 366]. Cependant, dans
notre cohorte, il était intéressant de noter que la mutation pathogene la plus fréquente du géne
GBA (p.N370S) était completement absente et la mutation L444P (p.L483P) était présente
chez un seul patient.

La pathogénicité potentielle des variants identifiés a été évaluée a l'aide des outils de

prédiction in silico (Tableau 19).
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Tableaul9. Prédictions de la pathogénicité des variations exoniques identifiées sur le géne GBA en utilisant différents outils de prédiction in-

silico.
Mutation
Variation ConSurf Prediction = GVGD SIFT Provean Poly-phen2 PMUT PhD-SNP  SNPs&GO T Mutpred
aster

1448T>C L483P Score=5 Co Endommageant Score = -4.995 Probablement Score =0.67 Score =7 Score = 8 Pathogéne Score = 0.9 Gain
Modérément conservé Delétere Endommageant Pathogéne  Pathogene de désordre
et enterré »

Perte de stabilité

539A>G  D180G Score=9 C65 Endommageant Score = -6.442 Endommageant Score=0.85 Score= 9 Score =9 Pathogéne Score = 0.6
Fortement conserveé, Deéletere Pathogene  Pathogene Perte de feuillet
exposé et fonctionnel

644C>T  A215V Score=6 Cl15 Endommageant Score = -3.467 Probablement Score =0.67 Score= 4 Score =6 Pathogéne Score = 0.8
Conservé et enterré Delétere Endommageant Pathogéne  Pathogene

869T>A  F290Y Score=7 Co Toléré Score = -1.677 Probablement Score =0.30  Score =2 Score = 1 Pathogéne Score = 0.8
Conservé et enterré Neutre Endommageant Neutre Pathogéne

1300C>A R434S Score =4 Co Toléré Score = -1.095 Score =0.27  Score =4 Score = 1 Pathogéne Score = 0.5 Gain
Variable et exposée Neutre Bénin Neutre Neutre de glycosylation

1429G>A A477T Score =2 Co Toléré Score = -1.041 Bénin Score =0.35  Score =7 Score = 4 Polymorphisme  Score =0.3
Trés variable et exposé Neutre Neutre Neutre

1574G>A G525D Score=3 Co Toléré Score =-1.44 Bénin Score =0.62 Score =5 Score =8 Polymorphisme Score = 0.6
Variable et exposée Neutre Pathogéne  Pathogene
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La mutation pathogéne précédemment décrite p.L483P (L444P) a été utilisée comme contrdle
positif pour les prédictions in silico. Dans cette étude, p.L483P, altérant le domaine II, a eu
des scores ¢élevés de pathogénicité et a été préditepour provoquer l'instabilité de la protéine et
des troubles de la structure.Cette mutation est située dans le domaine II impliquant les résidus
30-75 et 431-497 et qui joue un role structural important [184]. L'analyse fonctionnelle de
cette mutation a montré que 1'enzyme mutée a une activité réduite en raison de la diminution
de sa stabilité [367, 368].Ces analyses fonctionnelles corrélent bien avec les prédictions in-
silico; ce qui confirme la fiabilit¢ des outils utilisés.En plus, de nombreuses études ont
confirmé la sensibilité des outils in-silico pour prédire la pathogénicité des variations sur le
gene GBA[369, 370]. Ainsi pour le reste de notre travail, nous avons utilisé ces outils pour
¢valuer la pathogénicité des variations exoniques identifiées.

Trois autres variations ont été également prédites comme délétéres, y compris p.D180G,
p.A215V et p.F290Y. Ces variations touchent des résidus hautement conservés dans le
domaine III (Figure 45). Le domaine III englobant les résidus 76-381 et 416-430, est un

domaine de structure de tonneau (TIM (p/a)s barrel qui contient le site catalytique [184].
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Figure 45. Les variations exoniques identifiées sur le gene GBA.

(A) Electrophérogrammes montrant les variations exoniques identifiées sur le géne GBA.(B) Structure
3D de la protéine GBA et localisation de chaque variation. (C) Résultats fournis par SNPeffect
montrant l'effet des quatre variations testées sur la stabilité de la protéine GBA. La valeur ddG indique
le niveau de I’instabilité de la protéine mutée par rapport a la normale (ddG=0).
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Pour mieux comprendre I'effet des variations prédites comme déléteéres au niveau structural,
nous avons effectué des analyses supplémentaires en utilisant SNPeffect 4.0 et la modélisation
de la structure 3D. Les résultats fournis par SNPeffect ont montré que les quatre variations
testées semblent réduire la stabilité de la protéine GBA a différents degrés (Figure 45).

De plus, I’analyse de I'effet de chaque variation sur les liaisons hydrogénes entre les résidus
voisins a montré que seules les variations p.L483P, p.D180G et p.F290Y pouvaient perturber
ce type d'interaction (Figure 46). Tous les modeles 3D ont été construits en se basantsur la
structure modele "3ke0" de la glucocérébrosidase a pH acide. La substitution p.L483P conduit
a la distraction de deux liaisons hydrogeénes Leu483-Asn481 et Asn481-GIn479. La variation
p.D180G provoque une perte au niveau d’un feuillet beta due a la rupture de deux liaisons
hydrogeénes Aspl180-His184 et Aspl80-Asnl85. La variation p.F290Y provoque aussi la
distraction de la liaison hydrogene Gly278-Cys287. Nous suggérons que ces altérations de la
structure provoquent des graves détériorations dans le noyau hydrophobe du tonneau TIM
dans le domaine III, modifiant ainsi la forme du site actif.

L’ensemble de ces analyses a montré que, parmi les 8 variations identifiées et en plus de la
mutation p.L483P pathogene, seules les variations p.D180G, p.A215V et p.F290Y pouvaient
étre considérées comme pathogenes et peuvent étre associées a la maladie de Parkinson chez
ces patients. Ces mutations étaient complétement absentes chez nos sujets témoins, soutenant

leur nature pathogene.
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Figure 46. Résultats de la modélisation 3D de la structure sauvage (A) et mutée (B) de la protéine
GBA montrant les liaisons hydrogénes interrompues entre les résidus.
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III. Caractéristiques cliniques des patients porteurs des mutations
GBA

Dans notre cohorte tunisienne, les patients porteurs des mutations sur le géne GBA avaient un
age d'apparition de la maladie précoce. Les dysfonctionnements neurovégétatifs et les troubles
cognitifs étaient fréquents chez ces patients. Ils ont présenté un déclin moteur rapide mais ils
ont gardé une bonne réponse a la lévodopa. Ces observations sont en accord avec plusieurs
¢tudes précédentes [195-198].

De plus, on a constaté une variabilité clinique incluant 1'age d'apparition de la maladie ainsi
que sa sévérité qui pourrait étre en rapport au degré de la pathogénicité de la mutation GBA
(Tableau 20). Le patient porteur de la mutation p.D180G, présentant les scores les plus
déléteres selon les prédictions in silico (Figure 47), avait le plus jeune dge de début.En effet,
sur le géne GBA, deux types de mutations ont été identifiées dont chacun est responsable d’un
phénotype complétement différent de la maladie de Gaucher. Les mutations qui provoquent
les types neuropathiques II et III de la maladie de Gaucher sont classées comme séveres, alors
que les mutations moins séveres causent le type I non neuropathique de la maladie de Gaucher
[371]. Dans la maladie de Parkinson, il a ét¢ montré que les patients parkinsoniens porteurs
d'une mutation GBA hétérozygote sévere présentaient un age de début significativement plus
précoce que les patients ayant des mutations hétérozygotes moins séveres [372, 373]. La
mutation p.L483P a été déja décrite comme une mutation sévere causant la maladie de
Gaucher de type II1 [371, 374]. Ainsi, la comparaison entre les phénotypes observés chez nos
patients prenant le phénotype développé par le patient porteur de la mutation p.L483P comme
référence nous a permis de considérer que la mutation p.D180G et p.A215V comme des
mutations séveres et p.F290Y comme non sévere.

D'autre part, la nouvelle variation GBA-p.R434S a ¢ét¢ identifiée chez le méme patient avec la
mutation pathogéne LRRK2-p.G2019S. Méme si cette variation a ét¢ prédite comme non
pathogene, elle semble provoquer un gain significatif de glycosylation selon Mutpred. Cette
modification post-traductionnelle pourrait expliquer 1'effet modificateur de la variation GBA-
R434S qui peut influencer 1’age de début de la maladie. En fait, le patient porteur de cette
variation a développé les premiers symptomes a I'age de 41 ans qui est relativement jeune en

comparaison a celui des porteurs de la mutationp.G2019Sseule [52-60 ans][341].
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Figure 47. Comparaison du niveau de pathogénicité en se basant sur les score fournis par les outils de
prédictions in silico montrant que la mutation p.D180G possede les scores de pathogénicité les plus
¢élevés suivit de la mutation p.A215V puis p.L483P.

Tableau 20. Données démographiques et cliniques des patients porteurs des mutations GBA.

p-R434S +
.L483P .D180G A215V JF290Y
P P P P p.G2019S
Pathogenicity level ++ ++++ +++ +

Facteurs démographiques et
caractéristiques de la maladie
Sexe M F M M M
Forme Familiale Familiale = Sporadique  Sporadique  Sporadique
Consanguinité Outi Non Oui Non Oui
Age de début (année) 50 39 37 55 41
Durée de la MP (année) 3 7 34 4 1
Caractéristiques motrices
Score UPDRS (/108) 15 82 105 31 10
Score Hoehn et Yahr 1 2 4 3 1
Dose de Levodopa (mg) 500 1500 1625 1000 375
Phénotype de la MP TD TD IN IN PIGD
Caractéristiques non motrices
Score MMSE 26 21 16 20 25
Les troubles du sommeil Non Non Oui Non Non
Les troubles neurovégétatifs Oui Non Oui Oui Non
Dépression Non Oui Non Non Non
Perturbation sensorielle Oui Non Non Oui Non
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C. Analyse des 22 génes impliqués dans la maladie de Parkinson

par Target sequencing

I. Legéne LRRK?

Dans notre cohorte, en plus de la mutation p.G2019S, plusieurs autres variations ont été
identifiées sur le géne LRRK2 (Figure 48). La prédiction de la pathogénicité de ces variations
et I’analyse de la conservation de chaque résidu entre les especes ont ¢été réalisées par
différents programmes (Tableau 21). Seulement les variations p.L119P, p.H625R, p.11371V

et p.Y2189C ont été prédites comme déléteres.

p.G20195
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Figure 48. Ensemble de variations identifié sur le géne LRRK?2 et leurs localisations sur la protéine.

La variation p.L119P est située au niveau du domaine N-terminal et elle affecte un résidu
conservé. Cette variation a été prédite comme délétere par la plupart des programmes de
prédiction in silico. Mutpred a prédit que cette variation provoque la diminution de la stabilité
de la protéine LRRK2 (P = 0.0327). Pour confirmer cette prédiction nous avons utilisé¢ le
logiciel .Mutant. [.Mutant a montré que la variation p.L119P provoque la diminution de la
stabilité de la protéine avec un score DDG = -0.79 (predicted free energy change value). Par
contre, des études ont montré que la variation p.L119P est plus fréquente chez les témoins
¢tudiés que chez les patients parkinsoniens [156, 375, 376]. Ces résultats sont en faveur de la
nature non pathogene de cette variation.

La variation p.H625R a été prédite de causer un gain de site de fixation (Molecular
Recognition Fragments : MoRFs) avec une valeur P = 0.0047. Cette variation rare touche un
acide aminé hautement conservé et elle a été prédite comme délétere. Elle a été identifiée chez
un seul cas a 1’état hétérozygote dans la base de données Exac (0.000008) et chez 8 cas dans

TOPMED (0.00006). Ces prédictions supportent la nature pathogéne de cette variation.
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Tableau 21. Prédictions de la pathogénicité des variations exoniques identifiées sur le géne LRRK2en utilisant différents outils de prédiction in-silico.

Patient Nucleotide protein Freqin  Freqin Freq in ConSurf score Align SIFT Provean Polyphen MutTas SNPs& PMUT MutPred
change change 1000G Exac gnomAD GVGD ter GO
PD-TN-26-11 c.4111A>G p. 11371V 0.0012 0.001 0.0008 Score=8 buried Cco Tolerated Neutral Benign Disease ~ Neutral  Neutral 0.764
PD-TN-09-11 rs17466213 residue causing
PD-TN-152-11
PD-TU-43
PD-TN-111-09 c.356T>C p.L119P 0,0008 0.0012 0.001 Score=7 buried Cco Damaging  Deleterious Probably = Disease = Disease = Neutral  0.730/ Loss of stability
rs33995463 residue Damaging  causing (P=0.0327)
PD-TN-119-16 c.1874A>G p-H625R NA 8.273¢- 0.00008 Score=6 exposed Cco Damaging  Deleterious Benign Disease  Disease = Neutral 0.622/Gain of MoRF
rs200787476 06 residue causing binding (P = 0.0047)
PD-TN-47-17 ¢.2769G>C p-Q923H 0,0002 0.0001 0.00018 Score=1exposed Cco Tolerated Neutral Probably = Polymor Disease  Neutral 0.366
rs58559150 residue Damaging phism
PD-TU-1 c.4624C>T p-P1542S 0.0132 0.03 0.033 Tolerated Neutral Probably = Polymor Neutral = Neutral 0.409
rs33958906 Damaging phism
PD-TU-50 Score=3 exposed Cco Tolerated Neutral Polymor  Neutral  Neutral 0.409
residue phism
PD-TU-37 c.4615A>G p.-K1539E NA 8.276¢- 0.00001 Score=1 exposed Tolerated Neutral Benign Disease ~ Neutral  Neutral 0.464
rs199777744 06 residue causing
PD-TU-33 c.6241A>G p-N2081D 0.0098 0.017 0.016 Score=8 Co Tolerated Neutral Benign Polymor  Neutral  Neutral 0.365
PD-TN-111-10 rs33995883 functlona'l phism
exposed residue
PD-TU-49 c.6764A>T p.K2255M NA 8.367e- 0.00007 Score=1 exposed Co Tolerated Neutral Probably  Disease = Neutral  Neutral 0.373
rs200762374 05 residue Damaging  causing
PD-TU-10 c.6566A>G p-Y2189C 0,0006 0.0004 0.00035 Score=1 exposed Cco Tolerated Neutral Benign polymor Disease  Disease 0.699
rs35658131 residue phism
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La variation p.I1371V qui affecte un résidu hautement conservé (score Consurf =8) localisée
au niveau du domaine ROC (Ras of complex proteins) a été identifiée chez 4 cas. Le domaine
ROC assure la fonction GTPase de la protéine et la plupart des mutations pathogénes ont été
identifiées dans ce domaine. La variation p.I1371V a été identifiée chez plusieurs cas
parkinsoniens non apparentés et la majorité des études confirment son effet pathogéne [319,
377-379] mais il a été également détecté chez des témoins sains [377, 380].

La variation p.N2081D identifiée chez deux patients est localisée au niveau du domaine
MAPKKK (mitogenactivated kinase kinase kinase) qui intervient dans la fonction kinase du
LRRK2. Cette variation touche un acide aminé fortement conservé qui peut avoir un role
fonctionnel. Cependant elle a été prédite comme non délétére par la plupart des outils de
prédiction in silico. Nos résultats sont en accord avec des études antérieures qui suggerent que
la variation p.N2081D est non pathogene. L’étude de Benitez et al., a retrouvé une fréquence
allélique de cette variation de 1,8% chez les patients et de 2,2% chez les témoins [381]. De
plus, elle a été identifié par 1'étude de Foo al., chez 0,25% des témoins alors qu’il était absent
chez les patients Parkinsoniens [382]. On peut donc conclure que la variation p.N2081D n’est
pas pathogene.

En conclusion, bien que les variations p.L119P, p.H625R, p.11371V et p.N2081D affectent
des résidus hautement conservés parmi les homologues de la protéine LRRK2 et qu’elles ont
déja éte rapportées chez plusieurs patients parkinsoniens non apparentés, leur role pathogene
reste incertain vu leur fréquence élevée chez les témoins sains. D'autres travaux, y compris
des études de cas-témoins d’origine Tunisienne et des analyses fonctionnelles, pourraient
aider a déterminer si ces variations sont pathogenes.

Le Tableau clinique des patients porteurs de ces variations est résumé dans le Tableau 22.
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Tableau22. Caractéristiques cliniques des porteurs des mutations sur le géne LRRK?2.

Variation p.L119P p.H625R p.11371V p-N2081D
Patient PD-TN-  PD-TN-  PD-TN- PD-TN- PD-TN-  PD- PD-TU-  PD-TN-
111-09 119-16 26-11 09-11 152-11 TU-43 33 111-10
Facteurs démographiques et caractéristiques de la maladie
Sexe Maile Femelle  Male Male Male Male Femelle  Femelle
Autres cas de MP dans la famille 1 NA 0 0 0 1 0 0
Niveau d'éducation (années) 7 NA 5 10 4 0 6 2
Age de début (années) 44 54 51 52 47 59 46 61
Durée de la MP (années) 9 1 3 9 24 6 12 4
Dose de Levodopa (mg) 500mg 500mg 375mg 375mg 875mg 725mg  375mg 875mg
Caractéristiques motrices
Score UPDRS 38 3 15 35 24 30 70
Score Hoehn et Yahr 2,5 1 1 4 2 3 5
Phénotype de la MP IN TD TD TD IN PIGD IN
Caractéristiques non motrices
Score MMSE 25 28 30 20 26 28 17
Déficience cognitive Non Non Non Oui Non Non Oui
Troubles neurovégétatifs Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui
Troubles sensoriels Non Non Non Oui Oui Non Oui
Troubles du sommeil Non Non Non Non Oui Non Oui
Dépression Non Non Non Oui Non Oui Non

IN: Indeterminate, TD: tremor dominant, PIGD: postural instability gait disorder.
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II. Le géne PARK?2

Les mutations sur le géne PARK?sont la cause la plus fréquente dans les formes autosomiques
récessives a début précoce de la maladie de Parkinson identifiées dans 50% des formes
familiales et 18% des formes sporadiques [228]. PARK?2 code pour une E3 ubiquitine ligase
impliquée dans le contrdle de la qualité mitochondriale par la dégradation des mitochondries
endommagées par l'autophagie, ou mitophagie lysosomale [225]. Plus de 204 mutations ont
été identifiées incluant des mutations ponctuelles et des réarrangements exoniques.

Dans notre étude, nous avons identifi¢ deux CNVs chez 2 patients (Figure 49). Le phénotype

de ces deux patients a était typique de la MP associée a des mutations sur le gene PARK?.

I 2 O I I 2 Y 3 2 I 2 3 I
Del ex7
Trip ex5-7

PD-TU-60
PD-TN-38-12

Figure 49. Ensemble des CNVs identifié a 1’état homozygote sur le géne PARK?.
En rouge la délétion de I’exon 7 chez le patient PD-TU-60 et en vert la triplication des 3 exons 5,6 et 7
chez le patient PD-TN-38-12.

I1.1. Patient PD-TN-38-12

Ce patient a présenté a 1’age de 35 ans une akinésie tres sévere, et une rigidité et tremblement
de repos au niveau du bras droit. Son discours était inintelligible en raison d'une hypophonie
sévere et 1l présentait une hypomimie modérée. Il a présenté des difficultés de marche qui
s’est traduit par une marche a petits pas accompagnée d'une diminution de balancement du
bras et une instabilité posturale. Il a été traité avec l'agoniste dopaminergique pramipexole a
150 mg par jour, avec une bonne évolution. Cinq ans apres l'apparition de la maladie, la
réponse au traitement est encore bonne sans aggravation motrices ni dyskinésies. La
progression était lente (UPDRS-III= 18/108, stade Hoehn and Yahr = 1/5) Il n’a pas
développé des troubles cognitifs (MMSE=30/30), ni des troubles neurovégétatifs, mais il se
plaignait d’une légere insomnie. L'IRM et I'évaluation psychiatrique étaient normales.

L’analyse des résultats du NGS par le programme Polydiag a révélé une nouvelle triplication
des exons 5,6 et 7 du géne PARK?2 a 1’état homozygote (rapport de la couverture moyenne
patient/controle = 3). Cette triplication a était ensuite confirmée par la méthode MLPA avec

un rapport de la hauteur des pics patient/controle= 3 (Figure 50).
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Le patient est issu d’un mariage consanguin sans antécédents de la MP. Le pére a été porteur
de cette triplication a I’état hétérozygote et il était asymptomatique jusqu’a I’age de 70 ans.

A notre connaissance, c’est la premiére description d’une triplication a 1’état homozygote des
exons 5-7 du géne PARK?. La seule triplication identifiée dans le géne PARK?est celle des
exons 2-4 rapportée dans deux études ou les patients avaient une dystonie du pied et ont
maintenu une excellente réponse a la lévodopa pendant plusieurs années avec une dyskinésie

modérée [383, 384].
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Figure 50. Identification de la triplication des exons 5-7 sur PARK?par PolyDiag et MLPA.

A : Arbre généalogique de la famille PD-TN-38-12.B : Identification par MLPA de la triplication des
exons 5-7 a I’état hétérozygote chez le pere. C et D : Identification sur PolyDiag et par MLPA
respectivement de la triplication des exons 5-7 sur le géne PARK?2 a I’état homozygote chez le patient.
Pour PolyDiag et MLPA, un rapport normal de 1 représente 2 copies sur les deux chromosomes, un
rapport de 2 représente 4 copies (dans notre cas : 3 copies sur ’alléle muté et 1 copie sur 1’allele
sauvage), un rapport de 3 représente 6 copies (dans notre cas : 3 copies sur chaque alléle muté).

11.2. Patient PD-TU-60
Ce patient est une femelle issue d'un mariage consanguin du premier degré et sans antécédents
familiaux de parkinsonisme (Figure 51). Elle a développé a l'age de 37 ans un syndrome
akineto-rigide avec un léger tremblement dans la main droite. Elle s'est également plainte de

douleurs au cou et de troubles neurovégétatifs. La progression de la maladie était lente
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(UPDRS-III= 38/108, stade Hoehn and Yahr = 2/5) aprés 9 ans d’évolution de la maladie sans
développé des troubles cognitifs ni une instabilité postural. Elle a gardé une bonne réponse au
traitement 1évodopa (375mg/jour) sans fluctuations motrices. Mais I'évaluation psychiatrique
a révélé une dépression sévere (Beck's Depression Inventory score=28/39). L’analyse des
résultats du NGS par le programme PolyDiag a révélé une délétion de I’exon 7 du gene
PARK?2 a I’état homozygote (rapport de la couverture moyenne patient/contrdle = 0). Cette
délétion a était ensuite confirmée par la méthode MLPA (Figure 51).

Cette mutation a ¢été rapportée par un nombre important des travaux précédents dans

différentes populations [385-392].
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Figure 51. Identification de la délétion de ’exon 7 surPARK?2 par PolyDiag et MLPA.

A : Arbre généalogique de la famille PD-TU-60. B : Identification de la délétion homozygote de
I’exon 7 sur le géne PARK?2 sur PolyDiag (en haut) et validation par MLPA (en bas). Pour PolyDiag
et MLPA, un rapport normal de 1 représente 2 copies sur les deux chromosomes, un rapport de 0
représente 0 copies (délétion homozygote sur les deux chromosomes)

[II. Le géne SYNJI

Le géne SYNJI code pour la synaptojanine 1, une polyphosphoinositide phosphatase
concentrée au niveau des synapses[393, 394]. La synaptojanine 1 est nécessaire pour la
formation et la dynamique des vésicules de transport avec manteau de clathrine (clathrin-
coated pit) et des vésicules synaptiques, par la déphosphorylation du phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate (PI (4,5) P2) [395]. Le géne SYNJI code pour 2 variants d'épissage majeurs:
SYNJ1-170 (isoforme de 170 kDa) et SYNJ1-145 [396]. Ces isoformes contiennent trois
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domaines fonctionnels: le domaine inositol de type Sacl N-terminal (Sac-1), le domaine de
l'inositol-5-phosphatase (5'PP) et le domaine C-terminal riche en proline (PRD)[394, 397].

En 2013, deux équipes indépendantes ont identifi¢é la méme mutation homozygote p.R258G
dans le géne SYNJI associée a une forme autosomique récessive de la MP juvénile dans deux
familles consanguines d'Italie et d'Iran [252, 253].

Dans notre cohorte nous avons identifi¢ une nouvelle mutation composite sur le géne SYNJI:
c.4217 4218 insC and c.4126A>G chez une famille consanguine avec deux cas qui ont
développé¢ la maladie de Parkinson a I’age de 16 et 22 ans respectivement (Figure 52).

e Patient 1: Le premier patient a développé une lenteur progressive des mouvements
volontaires et un léger tremblement au niveau de la main droite depuis 1'age de 16 ans. Dans
ses antécédents médicaux, nous avons ¢galement constaté qu'il développait des crises tonico-
cloniques généralisées a I'dge de 7 ans, traitées avec succes par le valproate de sodium.
L'examen physique a montré une bradykinésie généralisée, une rigidité¢ bilatérale des
membres et un tremblement de repos intermittent des deux mains plus prédominant du coté
droit. La posture dystonique était présente dans le bras gauche. Pendant la marche, nous avons
observé une marche trainante a petit pas avec instabilité posturale. Son discours était
inintelligible en raison d'une hypophonie sévere et il présentait une hypomimie modérée.
L'évaluation neuropsychologique a révélé une déficience cognitive modérée (MMSE= 20). Le
test de 1évodopa était positif. En fait, I'administration de 250 mg de 1évodopa a induit un
soulagement complet des symptomes moteurs sans dyskinésie. Lors de 1'état «ON», le score
UPDRS moteur était de 35 et le satade Hoehn et Yahr étaient de 2 apres 7 ans de progression
de la maladie.

e Patient 2 : la sceur ainée a remarqué l'apparition insidieuse d'un tremblement de la
main droite particuliérement au repos associé a la rigidité des membres inférieurs résultant de
difficultés de marche a 1'age de 21 ans. L'examen neurologique a révélé un tremblement de
repos bilatéral modéré, une raideur axiale et une rigidité des quatre membres plus sévere du
coté droit. Elle avait une allure lente et trainante et une instabilité posturale. L'examen de la
motilité oculaire a montré une limitation du mouvement du regard vertical, particuliérement
vers le haut, rappelant la paralysie supra-nucléaire. Une bonne réponse au traitement par la
1évodopa a été obtenue (500 mg / jour) sans complications motrices. Le score UPDRS-III sous
traitement était de 20 et le stade de Hoehn et Yahr était de 1,5 apres 3 ans de progression de la

maladie. Comme son frére, aucun dysfonctionnement sensoriel, de sommeil, autonome ou de
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troubles psychiatriques ont été signalés. Aucun antécédent de crise d'épilepsie n'a été retrouvé,

mais I'évaluation neuropsychologique a révélé une atteinte cognitive modérée (MMSE = 21).
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Figure 52. Identification de la mutation hétérozygote composite sur le géne SYNJI.

(A) Pedigree de la famille avec la maladie de Parkinson juvénile. (B) chromatogrammes de séquence
du séquengage de Sanger montrant les mutations ¢.4126A> G / p.Lys1321Glu et c.4217 4218 insC /
p.Leul406Phefs * 42 sur le géne SYNJ1 chez les patients étudiés (en bas) et leur absence dans les
parents (en haut).(C) Axial IRM T1 (1,2) et T2 Flair (3,4) séquences montrant une apparence normale
du parenchyme cérébral, des noyaux gris centraux et du mésencéphale.

La mutation c.4126A> G (rs752478437) a été rapportée dans seulement 1 cas d’origine
européenne a I'état hétérozygote (fréquence des alleles dans ExAC: 8.24e-06). Cette mutation
substitue un acide aminé basique hydrophile conservé (Lys) a la position 1321 a un acide
amin¢ acide (Glu) dans le domaine riche en proline (PRD) (Figure 53). Ce domaine est le site
de fixation du domaine SH3 de l'endophiline et de I'amphiphysine. L'endophiline recrute
SYNIJ1 sur les sites endocytaires pour favoriser la déphosphorylation des phosphatidylinositol
4,5-bisphosphates [398].

Les outils bio-informatiques ont été utilisés pour prédire si la mutation p.Lys1321Glu pourrait

potentiellement affecter les propriétés et la structure de la protéine. La variation
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p-Lys1321Glu a été prédite d’étre délétére par les outils de prédiction in silico. Les modeles
des protéines sauvage et mutée ont été analysés en utilisant le programme DeepView / Swiss
PDB Viewer 3.7 et la valeur moyenne de déviation (root mean square value) calculée entre les
atomes de carbones était trés significative (RMS=12,58 A) (Figure 53).

La mutation ¢.4217 4218 insC (rs761852713) crée un codon stop prématuré (p.Leul406Phefs
*42) situé au niveau du domaine de liaison AP2 de l'isoforme SYNJI-170 (Figure 53). En fait,
contrairement au variant d'épissage de 145 kDa, l'isoforme de 170 kDa porte une queue C-
terminale supplémentaire qui contient des sites de liaison pour la clathrine (site AP2) via trois
motifs de liaison (WxxF, FxDxF et DxF) et pour le récepteur du facteur de croissance
¢pidermique (Epsl5) via le domaine asparagine-proline-phénylalanine (NPF) [399, 400]
(Figure 53). Ce motif est le noyau du site de liaison pour les domaines Eps-homology (EH) du
Eps15 [401]qui est nécessaire pour l'endocytose a médiation par la clathrine car il joue un role
dans l'assemblage des vésicules de transport avec manteau de clathrine [402, 403].

Ainsi, la nouvelle mutation hétérozygote composite identifiée sur le géne SYNJI peut
perturber l'endocytose des vésicules synaptiques dépendantes de la clathrine.Nos résultats
moléculaires corrélent parfaitement avec les caractéristiques cliniques de nos patients qui ont
développé une MP juvénile associée a une épilepsie infantile dans un cas. Cependant, cette
mutation provoque un phénotype plus bénin avec une bonne réponse au traitement lévodopa
et pas de signe de dyskinésie ou fluctuations motrices chez nos patients. Cette observation
était en désaccord avec la plupart des études ou les patients portant des mutations de SYNJI
avaient une amélioration limitée apres le traitement 1évodopa [140]. Selon ces résultats, nous
suggérons que les mutations dans le domaine C-terminal de la protéine Synaptojanin 1 sont
responsables d'un phénotype moins sévere que les mutations dans les domaines SACI-like et
inositol-5-phosphatase. En fait, il a été¢ noté que les conséquences physiopathologiques des
mutations SYNJI peuvent conduire a des phénotypes différents [140]. En général, des
mutations causant la MP sontlocalisées dans le domaine SACI-like de la protéine et alterent
l'activité de la phosphatase Sacl ciblant le phosphatidylinositol monophosphate [252, 404,
405]. Alors que les mutations qui affectent le domaine de l'inositol-5-phosphatase et qui
provoquent une réduction critique de l'activité de la phosphatase sont responsables d’un
syndrome épileptique plus grave [254, 406, 407].

Nous avons aussi constaté que 1'évolution était plus rapide au début de la maladie alors qu'elle
est plus lente & un stade ultérieur. Cette observation concordait avec une étude antérieure sur

italienne portant la mutation p.R258G sur le gene SYNJI [408].
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Leu1406Phefs*42

Sac1: Sac1-like inositol domain
IPPc: Inositol-5-phosphatase domain
RRM: RNA recognition motif domain
PRD: Proline-rich domain
APZ: Clathrin adaptor protein complex 2
I NPF: Eps15 binding motif
I AP2 binding motifs: FxDxF, and DxF

Synaptojanin 1
170 kDa

Homo sapiens VKTNGISDGKRESPL K

Canis lupus familiaris VKTNGISAVRLESPL |K
Canis familiaris VKTNGISAVRLESPLIK

Equus caballus VKTNGVSAVRLESPL K

Equus cabalus METNGVSAVRLESPL K

Equus cabailus VKETNGVSAVRLESPL |K
Heterocephalus glaber VK TNGVSSVKQESLL K
Rhinclophus ferrumequinum VK TNGVSAVRLESPL |K
Equus caballus przewalski VKTNGVSAVRLESPL K
Cavia porcefius IKTNGVSSVEQESLS K

Macaca mulatta VK TNGISGVEKRESPL K

Macaca mulatta VKTNGISGVKRESPL |K
Oryctolagus cuniculus IK TNGVSGVRQDSTL K
Loxodonta africana VK INGVSDVRSESPL |K
Dasypus novemcinctus AK TNGVSGVKLESTL K
Mus musculus VKINGISGVKQEPTL |K

Mus musculus VEINGISGVKQEPTL K

| AP2 binding motifs :WWxxF
Lys1321Glu

IDPFEDLSFNLLAVSKAQLSVQTSPVPTPDPEKRLIQLP
[SDPFEDLSFNLLAVSKAQLSVQTSSVLTPNPKGLIQLP
[SDPFEDLSFNLLAVSKAQLSVQTSSVLTPNPKGLIQLP
[SDPFEDLSFNLLAVSKAQLPVHTSLVPTPDLKRLIQSP
SDPFEDLSFNLLAVSKAQLPVHTSLVPTPDLEKRLIQSP
[SDPFEDLSFNLLAVSKAQLPVHTSLVPTPDLERLIQSP

DPFEDLSFNLLAVSKAQLSVOQTSPVLTPDPERLIQLP
SDLFEDLSFNLLAVSKAQLSVQASPVLTPDPKGLIQFP
SDPFEDLSFNLLAVSKAQLPVHTSLVPTPDLKRLIQSP
SDPFEDLSFNLLAVSKAQLS PVLTPDPKRLLHLP
IDPFEDLSFNLLAVSKAQLSVQTSPVPTPDPERLIQLP
IDPFEDLSFNLLAVSKAQLSVQTSPVPTPDPEKRLIQLP
[SDPFEDLSFNLLAVSKAQLCVQTSPVLTTNPKRLIQLP
SDPFEDLSFNLL-VSKAQLSVEASPA LP
|SDPFEDLSFNLLAVSKTQLSVQTLPVLTPNSKGLIQLP
SDPFEDLSLSVLAVSKAQPSVQISPVLTPDPEMLIQLP

SDPFEDLSLSVLAVSKAQPSVQISPVLTPDPEMLIQLP

Rattus norvegicus VKINGACGVKOEPTLIK ISDPFEDLSLSVLAVSKAOPSAQISPVLTPDPEKMLIOLP

Wild type Synaptojanin 1 protein Mutated Synaptojanin 1 protein

Figure 53. Analyse in-silico de la variation p.Lys1321Glu.

(A) La structure moléculaire de Synaptojanin 1 et 'emplacement de chaque mutation sur la protéine.

(B) Alignement de la protéine Synaptojanin 1 dans différentes espéces montrant la conservation du

résidu 1321; l'acide aminé muté est encadré. (C) structure 3D de la protéine Synaptojanin 1 obtenue
par le logiciel 'DeepView / Swiss PDB Viewer 3.7' montrant la différence entre la protéine sauvage et

la protéine mutée p.Lys1321Glu (la couleur rouge montre le RMSD le plus significatif).

En conclusion, nos résultats démontrent 1'implication d'une nouvelle mutation hétérozygote
composée: p.Leul406Phefs*42 et p.Lys1321Glu; dans le domaine C-terminal de la protéine
Synaptojanin 1 dans la MP juvénile autosomique récessive avec épilepsie généralisée et
déficience cognitive. Cette mutation peut conduire a la dérégulation de l'assemblage des
vésicules de transport synaptique dans les neurones, puisque elle perturbe les sites de liaison
de I'AP2 et inhibe ensuite la liaison a la clathrine et a I'Eps15. Nous suggérons également que
les mutations dans le domaine C-terminal du géne SYNJI provoquent un phénotype plus bénin

\

avec une bonne réponse au traitement a la lévodopa et une progression plus lente,
particulierement a un stade plus avancé de la maladie.
L’ensemble de ces résultatsa fait 1’objet d’un article publiéa «Journal of Molecular

Neuroscience» (Impact Factor : 2.454).
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Abstract

Mutations in SYNJ1 gene have been described in few families with juvenile atypical Parkinson disease (PD). This gene encodes
for BSynaptojanin 1, an enzyme playing a major role in the phosphorylation and the recycling of synaptic vesicles. In this study,
we report two siblings, from a consanguineous Tunisian family, presenting juvenile PD. Both siblings developed mild
Parkinsonism at 16 and 21 years old respectively. One patient had generalized tonic-clonic seizures since the age of 7 years.
There was no evidence of sleep or autonomic dysfunctions and psychiatric disorders in both cases, but they developed a
moderate cognitive impairment. They kept a good respond to low doses of levodopa treatment with no dyskinesia or motor
fluctuations. We designed an NGS-based screening of 22 currently most prevalent parkinsonism-associated genes. Genetic study
revealed a novel compound heterozygous mutation (p.Leul406Phefs*42 and p.Lys1321Glu) in SYNJ1 gene. The p.Lys1321Glu
mutation is located in the proline-rich domain and leads to a significant change in the 3D structure of the protein (RMS = 12.58
A). The p.Leul406Phefs*42 mutation disrupt the AP2 binding sites and subsequently disable synaptic and vesicle endocytic
recycling in neurons. This is the first report of mutation in the C-terminal domain of Synaptojanin 1 protein causing mild juvenile

PD with generalized seizures, cognitive impairment, and good respond to levodopa treatment.

Keywords Juvenile Parkinson’s disease Autosomal recessive Epilepsy Tonic-clonic SYNJ1 gene

Introduction

Parkinson’s disease (PD) is the second most common neuro-
degenerative disorder that usually affects adults over the age
of 60 (Massano and Bhatia 2012). Idiopathic PD is clinically
characterized by three major motor symptoms (bradykinesia,
resting tremor, rigidity), associated to non-motor symptoms,
such as autonomic dysfunctions, cognitive impairment,
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neuropsychiatric symptoms, and sleep disorders. Parkinsonism
may have many etiologies, but it is generally considered to be the
result of environmental and genetic fac-tors (Ross and Smith
2007). During the last 20 years, an in-creasing number of genes,
including autosomal dominant (SNCA, LRRK2, and VPS35)
and autosomal recessive genes (PARKIN, PINK1, and DJ1) have
been identified. These genes are usually characterized by an
early-onset levodopa responsive-ness typical PD (Houlden and
Singleton 2012; Puschmann 2013). However, mutations in other
genes, such asATP13A2,DNAJC6, FBXO7, PLA2G6, SPG11,
and SYNJ1 have been de-scribed to cause early onset or juvenile
atypical Parkinsonism, with poor response to levodopa, cognitive
decline, and other neurological and psychiatric signs (dystonia,
oculomotor distur-bances, mental retardation, epilepsy, and
dementia) (Houlden and Singleton 2012; Puschmann 2013,
2017).

In 2013, two independent teams identified the same homozy-
gous SYNJ1 p.R258G mutation associated with juvenile PD in
two consanguineous families from Italy and Iran (Krebs et al.
2013;Quadri et al.2013). This gene encodes for theSynaptojanin
1, a polyphosphoinositide phosphatase concentrat-ed at the
synapses (McPherson et al. 1996; Mani et al. 2007).
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SYNJ1 is required for clathrin-coated pit and synaptic
vesicledynamics ~ through  the  dephosphorylation  of
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (P1(4,5)P2) (Di Paolo and
De Camilli 2006). The SYNJ1 gene encodes two major splice
variants: SYNJ1-170 (170 kDa isoform) and the SYNJ1-145
(Perera et al. 2006). These isoforms contain three functional
domains: N-terminal Sacl-like inositol domain (Sac-1), an
inositol-5-phosphatase do-main (5'PP), and a C-terminal proline-
rich domain (PRD) (McPherson et al. 1996; Tsujishita et al.
2001).

In this study, we report two siblings, from a consanguine-
ous Tunisian family, presenting juvenile Parkinsonism associ-
ated to a novel compound mutation in the SYNJ1 gene.

Patients and Methods
Clinical Investigation

We report here a family with two affected members presenting
juvenile Parkinsonism and epilepsy. Patients underwent de-tailed
neurological and general physical examination by a neurologist
specialized in movement disorders. The degree of severity of PD
symptoms was measured using the Unified Parkinson’s Disease
Rating Scale (UPDRS) and Hoehn and Yahr scales. To estimate
the response to levodopa therapy, UPDRS score was calculated
before and after drug adminis-tration (every 30 min during 4
h).The mini-mental state exam-ination (MMSE) was used to
measure the degree of cognitive impairment. To detect non-motor
dysfunctions, the patient was asked to respond to a brief
questionnaire.

Next-Generation Sequencing (NGS) Target Gene Panel

An informed consent was obtained from all family members to
perform blood sampling and DNA extraction for genetic study.
Our study was approved by our institutional ethics com-mittee.
We designed an NGS-based screening of 22 currently most
prevalent parkinsonism-associated genes: ATP13A2, DCTN1,
DNAJC13, DNAJC6, SPG11, EIF4G1, FBXO7, GBA,
GCH1, LRRK2, PANK2, PARK2, DJ-1, PINK1, PLA2GG6,
POLG, SNCA, VPS35, TH, UCHL1, VPS13C, and SYNJ1.
Specific probes for NGS target enrichment were de-signed using
NimbleDesignl software. The custom Design KAPA Library
Preparation Kit (Roche) was used to hybridize and double capture
all exons, intron—exon boundaries, 5'- and 3"-UTR sequences of
the corresponding DNA sequences of index cases. Multiplexed-
DNA sample library pools were di-rectly sequenced in the MiSeq
[llumina sequencer.

The raw data of the high-throughput sequencing were an-
alyzed with the CLC Bio software and filtered out to detect
any deleterious variants in the 22 PD genes. Human reference
sequence GRCh37/hgl9 assembly was used for sequence
alignment and variant calling with the Genome Analysis
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Toolkit (GATK). The PolyWeb software (Imagine
Institute—Paris Descartes University) was then used to
filter the wvariants coverage of captured regions. All
reported vari-ants of interest were verified by bidirectional
Sanger sequenc-ing using primers designed with Primer3
on an ABI 3730 automated sequencer (Life Technologies).

The mean coverage was 1128% (range 137-2038x), and the
mean percent coverage at 30x was 98.7% (range 96.5-99.6%) for
the two tested individuals. Analyses were performed using
custom Polyweb software (Paris Descartes, France). Targeted
exons with a coverage less than 100 reads were screened sub-
sequently by Sanger sequencing. Variants were prioritized based
on its frequencies (MAF < 1%) in public databases (1000
Genomes/ExAC/TOPMED),
conservation, and predicted pathogenicity.

nucleotide and amino ac-id

In Silico Analysis

The pathogenicity of identified variations was predicted
using the Alamut Visual 2.7 (Interactive Biosoftware, La
Rochelle, France) according to Align GVGD, SIFT,
Mutation Taster, and PolyPhen-2 algorithms.

To investigate the eventual effect of the non-synonymous
variation, we compared the 3D structure of both wild-type and
p-Lys1321Glu-mutated protein using the DeepView/Swiss PDB
Viewer 3.7. The generation of both normal and mutated models
was ensured by RaptorX. All 3D models were constructed based
on the template 3IwtX crystal structure of the Yeast Sacl.

Results

In this study, we report two siblings with juvenile Parkinsonism
associated with tonic-clonic seizures. The index case, a 23-year-
old man, was first seen at our consultation complaining from
bradykinesia and right hind tremor. He developed progressive
slowness of voluntary movements and a mild tremor at the right
hand since the age of 16 years. In his medical history, we also
noticed that he developed generalized tonic-clonic seizures at the
age of 7 years, successfully treated by sodium valproate. Physical
examination showed generalized bradykinesia, bilat-eral limb
rigidity, and intermittent rest tremor of both hands more
preeminent on the right side. Dystonic posture was present in the
left arm. During ambulation, we observed a shuffling gait with
postural instability. His speech was unintelligible due to severe
hypophonia, and he showed moderate hypomimia. Limb strength
was normal and deep tendon reflexes were present and
symmetrical. No sensory dysfunction was noted. Ocular motil-ity
and visual fields were normal. There was no evidence of sleep or
autonomic dysfunctions and psychiatric disorders. The general
physical examination was unremarkable. Brain and cervical cord
MRI were normal. The levodopa test was positive; in fact,
administration of 250 mg L-DOPA induced a
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complete relief of motor symptoms without dyskinesia.
During the «on state», the motor UPDRS score was 35 and
Hoehn and Yahr Stage was 2 after 7 years of disease
progression. Neuropsychological assessment yielded a
moderate cognitive impairment (MMSE = 20).

His older sister, a 24-year-old woman, had normal devel-
opmental milestones. At the age of 21, she noticed insidious
appearance of a tremor of the right hand particularly at rest
associated to rigidity of the lower limbs resulting to gait diffi-
culties. Neurological examination revealed a moderate bilat-
eral resting tremor, axial stiffness and four limbs rigidity more
severe on the right side. She had a slow shuffling gait and
postural instability. Eye motility examination showed limita-
tion of vertical gaze movement, particularly upward reminis-
cent of supra-nuclear palsy. Good response to levodopa

a

E PD + Seizure

E Epileptic Encephalopathy

BPD

- » N .
] ]

': \_/

11 12
58 years

C L. . 4. 1
O™ F kK
-1 -2 PD2 PD1

28 years 28 years 24 years 23 years

therapy was obtained (500 mg/day) without motor complica-
tions. The UPDRS-III score under treatment was 20 and
Hoehn and Yahr stage was 1.5 after 3 years of disease pro-
gression. As her brother, no sensory, sleep nor autonomic
dysfunctions, or psychiatric disorders were reported. No his-
tory of epileptic seizures was found, but neuropsychological
evaluation demonstrated a moderate cognitive impairment
(MMSE = 21). Brain MRI was normal.

No other PD cases were found in this family. But, the
interrogatory of the patient’s mother revealed that she had a
son who developed generalized clonic seizures since the
first month of life. He had delayed developmental
milestones. Brain MRI showed brain atrophy and diffuse
T2-hyperintensity of the white matter. He died at the age of
3 years after convulsive status epilepticus.

Parkinson

Fig. 1
disease.bSequence chromatograms from Sanger sequencing showing the

a Pedigree of the family with juvenile
c.4126A>G/p.Lys1321Glu and ¢.4217_4218insC/p.Leul406Phefs*42

mutations in SYNJ1 gene in the studied patient (on the bottom) and

their absence in the controls (on the top). ¢ Axial T1 (1,2) and T2
Flair (3,4) weighted MRI sequences showing normal appearance of
brain parenchyma, basal ganglia, and mesencephalon
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Molecular analysis revealed that both siblings with juvenile
Parkinsonism in this family have shared a novel compound
mutation in SYNJ1 gene (NM_003895.3/XP_005261132.1):
c.4217_4218insC and c.4126A>G (Fig. 1). No other rare del-
eterious variation at the homozygous or the heterozygous state
was identified in all studied panel genes. The results showed the
presence of the c.4217_4218insC mutation at the hetero-zygous
state in the proband I.1, while the mother (proband 1.2) carried
the mutation ¢.4126A>G at the heterozygous state (Fig. 1). These
mutations were absent in the two non-affected siblings (II-1 and
1I-2) and in other 77 early-onset Tunisian PD cases previously
screened for mutations
(unpublished data).

in all 22 PD-associated genes

a

Synaptojanin 1

158
570
RRM

913
1081

The ¢.4217_4218insC mutation (rs761852713) cause a
premature stop variant (p.Leul406Phefs*42) located in the
AP2 binding domain mutation (Fig. 2).

The ¢.4126A>G mutation (rs752478437) was reported in
only one European case at the heterozygous state (allele fre-
quency in EXAC: 8.24¢-06). This mutation substitutes a con-
served hydrophilic basic amino acid (Lys) at position 1321 to
an acidic amino acid (Glu) in the PRD of the SYNJ1-170
isoform (Fig. 1). Bioinformatics tools were used to predict
whether this latter mutation (p.Lys1321Glu) could potentially
affect the protein properties and structure. The p.Lys1321Glu
was predicted to be deleterious by SIFT and Mutation Taster.
The models of both wild-type and mutant protein were

Leu1406Phefs*42

Sac1: Sac1-like inositol domain
IPPc: Inositol-3-phosphatase domain
RRM: RNA recognition motif domain
PRD: Proline-rich domain
_AP2: Clathrin adaptor protein complex 2
! NPF: Eps15 binding motif
| AP2 binding motifs: FxDxF, and DxF
AP2 binding motifs :WxxF

I
AP2 binding

Homo sapiens VKTNGISDGKRESPL

Canis lupus familiaris VK TNGISAVRLESPL
Canis familiaris VKTNGISAVRLESPL
Equus cabalus VKTNGVSAVRLESPL
Equus cabalus WK TNGVSAVRLESPL
Equus caballus VKTNGVSAVRLESPL
Heterocephalus glaber VK TNGVSSVKQESLL
ferrur VEKTNGVSAVRLESPL

Equus caballus przewalski VK TNGVSAVRLESPL

Cavia porcelus IKTNGVSSVEQESLS
Macaca mulatta VK TNGISGVKRESPL
Macaca mulatta VKTNGISGVKRESPL
Oryctolagus cuniculus TKTNGVSGVRQDSTL
Loxodenta africana VKINGVSDVRSESPL
Dasypus novemcincius AKTNGVSGVKLESTL
Mus musculus VKINGISGVKQEPTL

Mus musculus VKINGI SGVKQE PTL

Rattus norvegicus VIKINGACGVKOEPTL

K
K
K
K
K
K
K
K
K
K
K
K
K
K
K
K
K
K

Wild type Synaptojanin1 protein

-

Lys1321Glu

IDPFEDLSFNLLAVSKAQL SVQTSPVPTPDPKRLIQLP
SDPFEDLSFNLLAVSKAQLSVQTSSVLTPNPKGLIQLP
SDPFEDLSFNLLAVSKAQLSVQTSSVLTPNPKGLIQLP
SDPFEDLSFNL LAVSKAQLPVHTSLVPTPDLKRLIQSP
SDPFEDLSFNLLAVSKAQLPVHTSLVPTPDLKRLIQSP
SDPFEDLSFNL LAVSKAQLPVHTSLVPTPDLKRLIQSP
SDPFEDLSFNL LAVSKAQLSVQTSPVLTPDPERL IQLP
SDLFEDLSFNLLAVSKAQLSVQASPVLTPDPKGLIQFP
SDPFEDLSFNLLAVSKAQLPVHTSLVPTPDLKRLIQSP
SDPFEDLSFNLLAVSKAQL SVQKSPVLTPDPKRLLHLP
IDPFEDLSFNLLAVSKAQLSVQTSPVPTPDPKRLIQLP
IDPFEDLSFNLLAVSKAQLSVQTSPVPTPDPKRLIQLP
SDPFEDLSFNL LAVSKAQLCVQTSPVLTTNPKRLIQLP
SDPFEDLSFNLL-VSKAQLSVEASPA=-= ===~~~ - QLP
SDPFEDLSFNLLAVSKTQLSVQTLPVLTPNSKGLIQLP
SDPFEDLSLSVLAVSKAQPSVQISPVLTPDPKMLIQLP
SDPFEDLSLSVLAVSKAQPSVQISPVLTPDPKMLIQLP

SDPFEDLSLSVLAVSKAOPSAQISPVLTPDPKMLIOLP

Mutated Synaptojanin 1 protein

Fig. 2 a Molecular structure of Synaptojanin 1 and location of
eachmutation on the protein.b Alignment of the Synaptojanin 1
protein in different species showing the conservation of the residue
1321; the mutated amino acid is framed. ¢ 3D structure of the
Synaptojanin 1

@ Springer

protein obtained by BDeepView/Swiss PDB Viewer 3.7 software
showing the difference between the wild-type and the p.Lys1321Glu-
mutated protein (red color shows the most significant root mean
square deviation RMSD of atomic positions)
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analyzed using the DeepView/Swiss PDB Viewer 3.7 pro-gram,
and the root mean square value (RMS) calculated be-tween
backbone atoms was very significant (12.58 A) (Fig. 2).

Discussion

In this study, we performed a screening of 22 PD-related
genes in one consanguineous Tunisian family with autosomal
reces-sive juvenile PD associated with generalized epilepsy.
This screening revealed a first-described compound
heterozygous mutation in SYNJ1 gene (p.Leul406Phefs*42
and p.Lys1321Glu). The p.Lys1321Glu mutation, located in
the PRD, leads to a significant change in the 3D structure of
the protein. This domain binds to cognate SH3 domain of
endophilin and amphiphysin. The endophilin recruits SYNJ1
to endocytic sites to promote dephosphorylation of phos-
phatidylinositol 4,5-bisphosphates (Soda et al. 2012).

On the other hand, the p.Leul406Phefs*42 mutation dis-
rupt the AP2 binding sites and subsequently disable protein-
protein interactions of the SYNJ1-170 isoform. In fact, unlike
the 145 kDa splice variant, the 170 kDa isoform bears an
additional C-terminal tail that contains binding sites for
clathrin (AP2) via three binding motifs (WxxF, FxDxF, and
DxF), and for the epidermal growth factor receptor pathway
substrate 15 (Epsl5) via asparagine-proline-phenylalanine
(NPF) domain (Praefcke et al. 2004; KrauB and Haucke
2007)(Fig.2). This motif has been found to be the core ofthe
binding site for the Eps-homology (EH) domains of Epsl5
(Haffner et al. 1997), which is necessary for clathrin-mediated
endocytosis, as it plays a role in the endocyte-coated pits
(CCPs) maturation (Schmid et al. 2006; Mettlen et al. 2009).
Thus, the identified compound heterozygous mutation in
SYNJ1 gene may disturb clathrin-dependent synaptic
vesiclesendocytosis.

Our molecular results best correlate with clinical features of
our patients who developed juvenile PD with infantile epilep-sy
in one case. Interestingly, this mutation causes a milder
phenotype with a good respond to levodopa treatment and no
dyskinesia or motor fluctuations. This observation was in
discordance with most studies, where patients carrying SYNJ1
mutations had poor amelioration after levodopa treatment and in
one case it worsened the oromandibular and limb dystonia.
According to these findings, we suggest that mutations in the C-
terminal domain of Synaptojanin 1 protein are responsible for
less severe phenotype than mutations in SACI1-like and inositol-
S-phosphatase domains. In fact, it has been noted that the
pathophysiological consequences of SYNJ1 mutations may lead
to different phenotypes (Puschmann 2017). In gen-eral, mutations
causing PD were identified in the SACl-like domain of the
protein and impair the Sacl phosphatase activ-ity targeting
phosphatidylinositol monophosphate (Krebs et al. 2013; Olgiati et
al. 2014; Kirola et al. 2016). Whereas,

mutations that affect the inositol-5-phosphatase domain and
cause a critical reduction of the dual phosphatase activity un-
derlies a more severe epileptic syndrome (Dyment et al. 2015;
Hardies et al. 2016; Taghavi et al. 2018).

In addition, phenotypic variability was observed in our
cases presenting the same SYNJ1 mutation. The first case
de-veloped generalized tonic-clonic seizures but not his
sister that presented supranuclear vertical gaze palsy.
However, both sib-lings presented a moderate cognitive
impairment. This partic-ular phenotype was also reported
in previous studies on three consanguineous families from
Sicily, Iran, and Southern Italy with the same homozygous
mutation ¢.773G>A (p.R258G) (Krebs et al. 2013; Quadri
et al. 2013; Olgiati et al. 2014) and one Indian family with
¢.1376C>G (p.R459P) mutation (Kirola et al. 2016).

The UPDRS III score was 35 after 7 years of evolution
for the male case, but it was 21 after 3 years of evolution
for his sister. This suggested that evolution was faster at
the begin-ning of the disease, whereas it is slower at a later
stage. This observation was in concordance with the
previous study on clinical progression of SYNJ1-PD after
3 years follow-up of the original Italian family carrying the
p-R258G mutation (Picillo et al. 2014).

In conclusion, our results evidence the implication of a novel
p.Leul406Phefs*42 and
C-terminal

compound heterozygous mutation:
p-Lys1321Glu  mutation; in the domain of
Synaptojanin 1 protein in autosomal recessive juvenile PD with
generalized epilepsy and cognitive impairment. This mutation
may leads to the deregulation in synaptic and vesicle endocytic
recycling in neurons, since it disrupts the AP2 binding sites and
subsequently disable clathrin and Eps15 binding. We also sug-
gest that mutations in the SYNJ1 C-terminal domain cause
milder phenotype with a good respond to levodopa treatment and

slower progression especially in adult age.
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IV. Le géne PINK1

1V.1.1. Les mutations identifiées sur le géne PINK1

Les mutations sur le géne PINK/ sont la deuxiéme cause la plus fréquente de la maladie de
parkinson autosomique récessive a début précoce apres le géne PARK?2. Le géne PINKI code
pour une sérine/thréonine kinase mitochondriale située dans l'espace inter membranaire [236].
Cette protéine a un rdle essentiel dans 'homéostasie des mitochondries en intervenant dans
'autophagie des mitochondries endommagées ou dépolarisées [237].

Dans notre cohorte, 3 mutations connues ont été identifiées a 1'état homozygote :
p.Q1291s*29, p.G440E et p.Q456* (identifiée chez 6 patients non apparentés). Les deux
mutations p.Q129fs*29 et p.G440E ont été identifiées pour la premiere fois dans la population
Tunisienne [409], alors que la mutation p.Q456* a été rapportée pour la premicre fois par
Bonifati et al. chez un patient Italien [410].Deux mutations hétérozygotes composites ont été
¢galement identifiées sur le géne PINKI: [duplicationde 1’exon 2 /p.R152W] et [p.T2571/
p.L268V] (Figure 54). Ces variations co-ségrégent avec la MP dans ces familles et elles

¢taient prédites déléteres par la plupart des outils de prédiction in silico (Tableau 23).
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Figure 54. Ensemble de variations confirmé pathogénes identifié a 1’état homozygote ou hétérozygote
composite sur le géne PINK].
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Tableau 23. Prédictions de la pathogénicité des variations exoniques identifiées sur le géne
PINK] en utilisant différents outils de prédiction in-silico.

protein

p-G440E

p.R152W

change p-Q129fs*29 S4553943)  reasa7995  re45608139 p.T2571 p.L268V

Freq in 0.0002 _

1000G

Freq in 0.00002 _ _

Exac

Freq in 0.00002 _ _

gnomAD

ConSurf Score=9 Score=3 Score=1 Score=7

score buried exposed exposed exposed
structural ~ residue residue residue
residue

Align Co Co Co Co

GVGD

SIFT Damaging Damaging Tolerated Tolerated

Provean Deleterious Deleterious Neutral Neutral

Polyphen Probably Probably Benign Probably
Damaging Damaging Damaging

MutTaster Disease Disease Polymorphism Disease
causing causing causing

SNPs&GO Disease Disease Neutral Neutral

PMUT Disease Disease Neutral Neutral

Mut Pred 0.8 0.7 0.476 0.780

Sur le plan clinique, le phénotype des patients porteurs des mutations sur le gene PINK] était

similaire, mais 1’age de début de la MP variait entre 29 et 60 ans. Ils présentaient souvent des

caractéristiques atypiques comme la dystonie au début de la maladie. Les symptomes non

moteurs tels que les troubles neurovégétatifs, les troubles de sommeil et les troubles

neuropsychiatriques, étaient fréquentes (Tableau 24). Mais les patients ont bien réagi a la

lévodopa et la progression de la maladie était tres lente. Ce phénotype était en corrélation

avec les observations des études précédentes [409—414]. Cependant, le patient porteur de la

mutation composite duplicationde I’exon 2 / p.R152W a présenté une progression rapide de

la maladie, des déficits cognitifs (MMSE: 20/30) et il n’a pas bien répondu a la lévodopa mais

une bonne amélioration a €té obtenue avec le trihexyphenidyle (artane) dans an (Tableau 24).
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Tableau 24. Caractéristiques démographiques et cliniques des patients porteurs des mutations sur le

gene PINK].

Mutation p-QI1291s*29 p. Q456* p.G440E p.T2571+ exon 2 Dup +
p.L268V  p.RI52W

Nombre de patients PD-TN-79-09 6 Patients = PD-TU-16 PD-TU-58 PD TN-111-11
Zygosité HMZ HMZ HMZ CHTZ CHTZ
Facteurs démographiques et caractéristiques de la maladie
Sexe Male 5 males Femelle  Femelle Femelle
Autres cas de MP dans la famille 2 12 0 0 0
Niveau d'éducation (années) 3 4* 0 3 4
Age de début (années) 43 41*[29-60] 52 48 47
Durée de la MP (années) 26 17% 15 5 3
Dose de Lévodopa (mg) 750 900 750 750 375
Caractéristiques motrices
Score UPDRS 16 45 68 30 20
Score Hoehn et Yahr 3 2 3 2 1
Phénotype de la MP PIGD All TD PIGD TD TD
Caractéristiques non motrices
Score MMSE 24 26 18 26 20
Déficience cognitive Non 50% Oui Non Oui
Troubles neurovégtatifs Oui 83.3% Non Non Oui
Troubles de sommeil Non 66.6% Oui Non Non
Dépression Non 33.3% Non Non Non

HMZ : mutation a 1’état homozygote, C HTZ : mutation a 1’état hétérozygote composite, IN :
Indeterminate, TD : tremor dominant, PIGD: postural instability gait disorder. * : moyenne des scores
des 6 patients porteurs de la mutation p.Q456%*.

1V.2. Analyse de Ueffet fondateur de la mutation p.Q456*

La mutation p.Q456* a ét¢ détectée chez 6 patients non apparentés dans notre cohorte. Ces
résultats suggerent que cette mutation est une mutation fondatrice chez les patients
Parkinsoniens d’origine Tunisienne. Pour la validation de cette hypothése nous avons
génotypé 1’haplotype porteur de cette mutation chez tous les patients porteurs de cette
mutation. Ensuite pour identifier 1’origine ethnique de 1’ancétre commun porteur de cette
mutation, nous avons analysé€ les marqueurs des différents haplogroupes du chromosome Y
chez les 5 patients males. Ces analyses ont montré que la mutation p. Q456* est portée sur le
méme haplotype couvrant 281 Kb chez tous les porteurs (Tableau 25).

Ces résultats suggerent que cette mutation n'est pas le résultat d'événements mutationnels

indépendants, mais le résultat d'un méme changement nucléotidique survenant chez un
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ancétre commun de tous les porteurs en Tunisie. Cela a été également supporté par le fait que
cette mutation était rapportée chez sept autres patients tunisiens non apparentés [409].
Malheureusement, ayant un nombre limité¢ de porteurs dans notre cohorte, nous ne pouvions
pas dater cet événement fondateur. Par contre nous avons trouvé que tous les patients males
(5 patients) portaient sur leur chromosome Y 1'ensemble des SNP du sous-clade EIBIBIB
(YAP/PN2/M215/M35/M81) représentatif de 1'origine berbére, suggérant que la mutation
p-Q456* aurait pu survenir chez un ancétre commun d’origine berbére.

La fréquence beaucoup moins ¢levée de la mutation p.Q456* par rapport a celle de la
mutation p.G2019S sur le géne LRRK?2 peut indiquer qu’elle a un age plus précoce mais vu la
différence de la nature de transmission entre les deux geénes (dominante pour LRRK2 et

récessive pour PINK1), cela reste incertain.

Tableau 25. Haplotype en commun entre les porteurs de la mutation p.Q456* a 1’état homozygote.

Marqueur Localisation Distance MAF Haplotype
D1S2732 224-274 bps 339295 256-258pb
D1S3720 127-142 63320 127pb
rs45530340 2.20960230C>T 15372 22% CC
rs148871409 2.20960385A>C 15217 14% AA
1s2298298 2.20964328A>G 11274 17% GG
rs115037254 2.20971999G>A 3603 7% GG
rs3131713 2.20972048G>A 3554 17% AA
rs3738136 g2.20972111G>A 3491 12% GG
1545478900 2.20975105G>A 497 20% GG
rs45539432 2.20975602C>T 0 TT
rs1043424 2.20977000A>C 1398 30% AA
rs686658 g2.20977221A>T 1619 16% TT
rs513414 2.20977365C>G 1763 16% GG
rs1043443 2.20977380T>C 1778 30% TT
rs512550 2.20977449G>C/T 1847 47% TT
rs1043502 2.20977748T>G 2146 30% TT
rs8064 2.20977599C>G 1997 11% CC
rs2078073 2.20977856T>C 2254 30% TT
rs33999970 220977857 20977859dup 2255 34% Ins/Ins
rs34361349 220977909 20977912dup 2307 13% AA
rs1573132 2.20978024C>A 2422 30% CC
rs674102 g.21023131C>G 47529  37% GG
rs12135548 2.20757874G>A 217728 36% GG
rs7512116 2.21501095C>A 525493 30% CC/CA
D1S478 155-175 624003 176-179

129



Partie 11

]

» Recherche des nouveaux
génes candidats




Dans notre étude, parmi les 54 patients pour lesquels aucune mutation n’était identifiée, on a
choisi 24 patients dont 1’dge de début de la maladie est <40ans pour la recherche des

nouveaux genes impliqués dans la maladie de Parkinson par exome sequencing.

I. Exome sequencing et analyse bioinformatique

Pour chaque patient, environ 50000000 séquences ont été générées. Le pourcentage
d’alignement était de 96% en moyenne, la profondeur moyenne était de 75X, la couverture
moyenne était de 89% a 25X, ’ensemble témoignant un séquengage de bonne qualité.
Les variants détectés pour chaque patient ont été triés a I’aide du logiciel Polyweb en utilisant
les filtres suivants dans un premier lieu (Figure 55):

- Variations a 1’état homozygotes (pour les familles consanguines);

- Variations de perte de fonction d’abord (indels, SNVs non sens, SNVs au niveau des sites
consensus d’épissage) puis les SNVs faux-sens prédits d’étre déléteéres;

- Variations avec une fréquence allélique <1% rapportée dans les bases de données
1000GENOME, ESP, EXAC et TOPMED;

- Variations présentes dans les régions d’homozygoties identifiées par génotypage.

Filters
cascade
Quality Call quality >=20
Deleterious Loss of function HMZ variants: frameshifts, splicing defects, stop
codons
Frequency < 1% (1000 genomes, Public Complete Genomics Genomes,

NHBLI ESP exomes)
Segregation HMZ in affected siblings / HET in parents and unaffected siblings

ROH Into Regions of Homozygosity >2Mb
Controls Absent at HMZ state in controls
Replication Genes replication in an independent sample (1348 cases)

Figure 55. Filtres utilisés et stratégie d’analyse des résultats d’exome pour les familles consanguines.
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Les geénes candidats ont €té aussi priorisé par leur score Z fournit par la base de données
EXAC. Pour les variations faux sens, les scores Z positifs indiquent une contrainte accrue
(intolérance a la variation) et donc que le géne a moins de variants que prévu. Les scores Z
négatifs sont donnés aux geénes qui avaient plus de variantions que prévu. Pour les variations
de perte de fonction (LoF), il existe trois classes de tolérance de genes a la variation de LoF:
nulle (ou la variation de LoF est complétement tolérée), récessive (ou les LoF hétérozygotes
sont tolérés), et haplo-insufficient (ou les LoF hétérozygotes ne sont pas tolérés). Plus le score
pLI est proche de 1, plus le géne semble étre intolérant au LoF. Un géne avec un pLI> = 0.9
est considéré comme gene extrémement intolérant auxvariations de perte de fonction.

Cette stratégie d’analyse nous a permis d’identifier un nombre restreint des variations sur
seulement19 genes candidats (Figure 56). Les patients pour lesquels aucun gene candidat n’a
¢té identifié, la recherche des variations a 1’état hétérozygotes ou hétérozygotes composites
dans les genes susceptible d’étre impliqué dans la maladie de Parkinson ou d’autres maladies

neurodégénératives associé au parkinsonisme a été entamée.

24 patients : Who :
8 Non consanguineous : ole genome genotyping
AOO<40 — + Confirmation of consanguinity
.yrs _ * Homozygosity mapping
16 consanguineous * Genomic rearrangement detection
AOO<d3yrs
v
— Whole exome
Loss of function HMZ variants sequencing
< 1% (1000G,EXAC,ESP) v
Into Regions of Homozygosity >2Mb Bioinformatics analyses 34 genes =
g a_ 2
Absentat HMZ state in controls Polyweb 38 variations
Genesreplication in an independent sample v
(1348 cases) Homozygous disruptive
__ mutations
+ Validation by Sanger
+ Cosegregation analyses
14 cases: 10 cases :
19 genes = 0 candidate
19 variations gene

Figure 56. Analyse des résultats d’exome et identification des genes candidats.
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Tableau 26.Les variations identifiées a 1’état homozygote apres analyse des résultats d’exome

Patient Gene Variation SIFT P-2 M.T. GVGD 1000G EXAC GnomAD Conservation Diff entre Domz.une
les aa proteique
ACADL
Trés conservé Acyl-coa
22-11 Acyl-CoA Ex6:c.722G=A - D DC  C65 4956e-05  0.001 3.54e-5 jusqu'a C. Important dehydrogenase/
p-Gly241Glu
Dehydrogenase, Long Elega .
. oxidase
Chain
MAG
Ex8:c.1117A>C Trés conservé Immunoglobulin I-
22-11 Myelin Associated p.Ser373Arg b b bC o 0.0004 0.0003 2.16e-4 jusqu'a Tatou Tmportant set
Glycoprotein
ACADI11
Trés conservé Acyl-coa
204-11 Acyl-coa Ex10:¢.1253C>G e oo 00026 00018 3T cqua Important  dchydrogenase/
p.Pro418Arg hmz . A
Dehydrogenase Poisson zebre d
Family Member 11 oxidase
222-11 ATAD3A S Atpase family
Atpase Family, AAA L 1¢790G>T D D DC Co 0.0017 jusqu'a Important AAA domain-
PD-TU- . s p-Ala264Ser . containing protein
Domain Containing 1.18e-3 2 Tétraodon
34 3
3A hmz
BRE
. Trés conservé
5512 Brain And EX2:c32C>G 0 pe ces 00010 00018 Z24e3 jusqua Tmportant
. p-Ser11Cys 2hmz . .
Reproductive Organ- Poisson zebre
Expressed
DNAJB2
55.12 Ex5:¢.238C>G T P P Co i ) i Moyennement Peu Heat shock protein
Dnaj Heat Shock p.Pro80Ala conservé important dnaj

Protein Family
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(Hsp40) Member B2

SLC6A6 Trés conservé
PD-TU- EX5:¢.524C>T . N .
10 Solute Carrier Family p.Thr1751le be €65 - ) ) Jusqua Important Sodium
Poisson zebre
6 Member 6
MRPLS53
Trés conservé .
PDgU' Mitochondrial EXLl";'fjﬁ;T DC  C65 0.0002 6.36¢-5 6.36e-5 jusqu'a Important Pmcfgtgoil:‘ne
Ribosomal Protein p-Ly Poisson zebre p d
L53
CACNALS
Trés conservé
PD3_§U_ Calcium Voltage- EX;‘}‘leclif)g{l;C DC C15 - - - jusqu'a C. im P:rltlan ¢
Gated Channel p: Elegans P
Subunit Alphal S
KMO Ex8:¢c.620C>T Trés conservé
PD-TU- . p-Ala207Val DC Co - - - jusqu'a Levure  Important Monooxygenase,
34 Kynurenine 3- FAD-binding
de boulanger
Monooxygenase
CASP9
) Caspase,
PD-TU- Caspase 9 apoptosis- EX2:c.151C>T DC Co 4.61e-5 798¢ ~ Moyennement Important interleukin-1 beta
34 . p.Arg51Trp conserve
related cysteine convertase
protease
ATP7B
Atpase, P-type
PD-TU- Ex15:¢.3275C>T ’ ’
59 Atpase Copper p.Thr1092Met Co 9.941e-05 9.97e-5 Moyennen}ent Important heavy me.tal
. conserve translocating
Transporting Beta
Ex10:c.1331G>A 7.42e-4 Moyennement Tres Pyridoxal
111-09 GLDC p.Cys444Tyr DC o 0.0030 0.0007496 1hmz conserveé important phosphate-

133



111-09

197-11

200-11

218-11

218-11

Glycine
Decarboxylase
KLHL14
Kelch Like Family
Member 14
SATL1Spermidine/Sp
ermine N1-Acetyl
Transferase-Like 1
IDE
Insulin Degrading
Enzyme
ARMCX3
Armadillo Repeat
Containing, X-Linked
3
MAN2B2
Mannosidase Alpha
Class 2B Member 2

Ex2:¢.699G>C
p-Glu233Asp

Ex2:¢c.1656T>A
p.Cys552*

Ex18:¢c.2164C>T
p-Arg722Trp

Ex6:c.136G>C
p.Val46Leu+new
splice site

Ex5:¢.583C>T
p.Argl95*

DC

DC

DC

Co

Co

Co

0.00008

5.773e-05

3.305e-05

0.000684

8.269¢-06

Trés conservé

3.69¢-4 jusqua

Poisson zébre

4.7e-5 Moyennement

conservé

7.17e-4

2.79e-5

Peu
important

Important

dependent
transferase

BTB/Kelch-
associated
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Tableau 27. Les génes candidats validés et leurs fonctions

Gene Proteine Fonction Mouse Genome Informatics MGI Associated Disorders

localisation
ACADL Mitochondrion Long-chain-acyl-coa + electron-transfer Homozygous mutation of this gene results Acyl-coa dehydrogenase very long-
Acyl-coa flavoprotein = long-chain-2,3-dehydroacyl- in reduced litter size, sudden death chain deficiency (ACADVLD)
Dehydrogenase, Long coa + reduced electron-transfer flavoprotein.  between 2-14 weeks of age, reduced [MIM:201475]: An inborn error of

Chain Ex6:¢.722G>A
p-Gly241Glu

MAG

Myelin Associated
Glycoprotein
Ex8:c.1117A>C
p-Ser373Arg

ACAD11

Acyl-coa
Dehydrogenase Family
Member 11
Ex10:c.1253C>G
p.Pro418Arg

ATAD3A

Atpase Family, AAA
Domain Containing 3A
EX7:c.790G>T
p.Ala264Ser

Plasma membrane

Mitochondrion

Mitochondrion

Myelin associated glycoprotein,expressed on
oligodendrocytes in the CNS and Schwann

cells in  the  peripheral  nervous
system,interacting with neuronal
processes,sialoadhesin family,Ig
superfamily

Acyl-coa dehydrogenase, that exhibits

maximal activity towards saturated C22-coa

network
organization, mitochondrial metabolism and

Essential for  mitochondrial
cell growth at organism and cellular level.
May play an important role in mitochondrial
protein synthesis. May also participate in
mitochondrial DNA replication.

serum glucose levels, lipid accumulation
in the liver and  heart, and

cardiomyopathy.

Homozygotes for targeted null mutations
exhibit delayed CNS myelination, late
myelin degeneration in peripheral nerves,
hypomyelination of optic nerves, and
subtle intention tremors.

Mice homozygous for a gene trapped
allele die around E7.5 exhibiting growth
retardation, failure to gastrulate, and
impaired development of the trophoblast
lineage immediately after implantation.

mitochondrial fatty acid beta-oxidation
which leads to impaired long-chain fatty
acid beta-oxidation

Spastic  paraplegia 75, autosomal
recessive  (SPG75) [MIM:616680]:a
neurodegenerative disorder

characterized by a slow, gradual,
progressive weakness and spasticity of

the lower limbs.

Néphronophtose 3: autosomal recessive
disorder resulting in end-stage renal
disease. It is characterized by polyuria,
polydipsia, and anemia.
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BRE

Brain And Reproductive
Organ-Expressed
EX2:c.32C>G
p-Ser11Cys

DNAJB2

Dnaj Heat Shock Protein
Family (Hsp40) Member
B2 Ex5:¢.238C>G
p-Pro80Ala

SLC6A6

Solute Carrier Family 6
Member 6
EX5:¢.524C>T
p-Thr1751Ile

MRPL53Mitochondrial
Ribosomal Protein L53
EX1:c.42A>T
p-Lys14Asn

CACNAIS

Calcium Voltage-Gated
Channel Subunit Alphal
S EX34:¢.4204T>C
p-Phe1402Leu

Mitochondrion

Nucleus

Cytosol

Plasma membrane

Mitochondrion

May play a role in homeostasis or cellular
differentiation in cells of neural, epithelial
and germline origins. May also act as a death
receptor-associated anti-apoptotic protein,
which inhibits the mitochondrial apoptotic
pathway.

DNAJB2 isoform reduced aggregation of
mutant SOD1 in motor neuron-like cells.
DNAIJB2 has a neuroprotective effect in
motor neurons.

Solute carrier 6,member

A6,neurotansmitter transporter,taurine

family

Mitochondrial
biogenesis and maintenance.

translation and Organelle

Voltage-sensitive calcium channels (VSCC)
mediate the entry of calcium ions into
excitable cells and are also involved in a
variety of calcium-dependent processes,
including muscle contraction, hormone or
neurotransmitter release, gene expression,

Homozygous mutation of this gene results
in abnormal pattern of movement of the
limbs of animals, characterized by
elements of progression, stability, speed
and length over the ground

Homozygous mutant mice have impaired

vision associated with retinal

degeneration.

Homozygous mutants show edema and
failure of myoblast differentiation by day
13 of embryonic development and die
perinatally. Some indication of occasional
degeneration of spinal ganglia neurons at
late stages of gestation, however most

Charcot-Marie-Tooth disease 2T/Distal

spinal muscular atrophy, autosomal

recessive, 5

Episodes of muscle weakness associated
with elevated levels of potassium in the
blood/rigidity/Periodic Paralysis with
Transient Compartment-Like
Syndrome/Hypokalemic

Paralysis, Type 1(dominant)

Periodic
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KMO
Kynurenine 3-
Monooxygenase
Ex8:¢.620C>T
p-Ala207Val

CASP9

Caspase 9 apoptosis-
related cysteine protease
EX2:c.151C>T
p.Arg51Trp

ATP7B

Atpase Copper
Transporting Beta
Ex15:¢.3275C>T
p-Thr1092Met

GLDC

Glycine Decarboxylase
Ex10:c.1331G>A
p.Cys444Tyr

Plasma
membrane/endopl
asmic reticulum

Extracellular/mito
chondrion

Cytosol/mitochon
drion

Endosome/golgi
apparatus/mitocho
ndrion

cell motility, cell division and cell death.

Required for synthesis of quinolinic acid, a
neurotoxic NMDA receptor antagonist and
potential endogenous inhibitor of NMDA
receptor signaling targeting,
synaptogenesis and apoptosis during brain
development.

in axonal

Sequential activation of caspases plays a
central role in the execution-phase of cell
apoptosis.

involved in subcellular transport and copper
efflux

The glycine cleavage system catalyzes the
degradation of glycine.

neurons appear normal

Mice homozygous for a knock-out allele
lack 3-monooxygenase
activity and altered levels of several
tryptophan metabolites

kynurenine

die
perinatally with enlarged and malformed
cerebrums caused by reduced apoptosis

Homozygous targeted mutants

during brain development.

Targeted disruption of the mouse gene
results in copper accumulation in various
organs, primarily the liver, kidney and
brain, and a form of liver cirrhosis that
resembles Wilson disease in humans and
the 'toxic milk' phenotype in mice.

Homozygous mutants show abnormal
neural tube morphology,

enlarged brain

exencephaly,
hydroencephaly and

ventricles

Metabolites in the kynurenine pathway
are thought to play an important role in
neurodegenerative disorders, including
Alzheimer (AD; 104300) and
Huntington (HD; 143100) diseases.

Wilson disease: An autosomal recessive
disorder of copper metabolism in which
copper cannot be incorporated into
ceruloplasmin in liver, and cannot be
excreted from the liver into the bile.
Copper accumulates in the liver and
subsequently in the brain and kidney.
The disease is characterized by
neurologic manifestations and signs of
cirrhosis.

Agenesis of corpus callosum/Aggressive
behavior/Glycine Encephalopathy
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KLHL14

Kelch Like Family
Member 14
Ex2:¢.699G>C
p.Glu233Asp

SATL1Spermidine/Sper

mine N1-Acetyl
Transferase-Like 1
Ex2:¢c.1656T>A
p.Cys552%*

IDE

Insulin Degrading
Enzyme
Ex18:c.2164C>T
p-Arg722Trp

ARMCX3
Armadillo Repeat

Containing, X-Linked 3

Ex6:¢c.136G>C
p.Val46Leu

MAN2B2

Mannosidase Alpha
Class 2B Member 2

Ex5:¢.583C>T
p-Argl95*

Mitochondrion/nu
cleus

Endoplasmic
reticulum/cytosol

Cytosol/nucleus

Cytosol/extracellu
lar/mitochondrion
/mucleus/peroxiso
me

Mitochondrion/nu
cleus

Its is known as printor (protein interactor of
torsinA) and selectively binds to the ATP-
free form, but not to the ATP-bound form of
torsinA, suggesting a role for printor as a
cofactor rather than a substrate of the AAA+
protein torsinA

N-acetyltransferase activity

Plays a role in the cellular breakdown of
insulin, IAPP, glucagon, bradykinin, kallidin
and other peptides, and thereby plays a role
in intercellular peptide signaling. Degrades
amyloid formed by APP and IAPP.

Regulates mitochondrial dynamics and

trafficking in neurons.

Hydrolysis of terminal, non-reducing alpha-
D-mannose residues in alpha-D-mannosides.

Mice homozygous for a disruption of this
gene display beta amyloid accumulations
in the brain, hyperinsulinemia and glucose
intolerance.

Homozygous mutants show small superior
vagus ganglion

Dystonia

Alzheimer's disease
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Figure 57. Réseau d’interaction des geénes candidats avec les génes impliqués dans la maladie de
Parkinson.

II. Variations identifiées sur des nouveaux génes candidats

I1L.1. Le géne MAN2B2 : p.Argl95*
Pour cette famille une seule variation a I’état homozygote et qui coségrége avec la maladie a
¢été identifié sur le géne mannosidase, alpha, class 2B, member 2 (MAN2B2). Cette variation
(rs767373380) crée un codant stop a la position Arg 195 [exon 5: g.6589063C>T, ¢.583C>T,
p.Argl95*]. MAN2B2 est situé sur le bras court du chromosome 4 (4p16.1) [Chromosome
4:6,576,902-6,624,188 (GRCh37)]. 1l s’étend sur 47,287pb et il est composé de 19 exons
codants (5143pb) pour une protéine de 1009 acides aminés. Cette protéine est une o-
mannosidases lysosomale qui est composée de 3 domaines : domaineN-terminal (inclut les
résidus de 29 a 351) ; domainecentral (inclut les résidus de 356 a 439) et un domaine C-

terminal (inclus les résidus de 478 a 1002).
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Les a-mannosidases lysosomiales appartiennent a la famille des glycosides hydrolases 38
[415]. Les glycosides hydrolases 38 participent au catabolisme des glycanes des
glycoprotéines liées a 1'Asn et jouent un rdle essentiel dans le maintien de I'homéostasie
cellulaire. La déficience de la o-mannosidase lysosomiale entraine I'accumulation
d'oligosaccharides non dégradés dans les lysosomes et, par conséquent, des symptomes
compatibles avec la maladie de surcharge lysosomale [416—418].

La variation p.Argl95* avait une fréquence ExAC de 8.269e-06% et était présente seulement
a 1'état hétérozygote chez un seul cas. Cette variation provoque une protéine tronquée ce qui
va altérer sa fonction enzymatique. Cela va entrainer l'accumulation d'oligosaccharides non
dégradés riches en mannose dans les lysosomes affectant ainsi le cerveau, les visceres et
d'autres tissus [419]. Cliniquement, les a-mannosidoses sont caractérisées par une
détérioration neurologique progressive, différents degrés de retard mental, de dysostose
multiplexe et de viscéralgie. En plus du stockage lysosomal primaire des oligosaccharides
riches en mannose, une accumulation secondaire de gangliosides GM2 et GM3 et de
nombreux changements cytopathologiques affectant l'intégrit¢é neuronale, y compris la
dendritogene¢se ectopique, la formation de sphéroides axonaux et des anomalies de
my¢élinisation, ont ét¢ documentés dans 1'a-mannosidose féline [420—423].

Chez les animaux mode¢les, cette détérioration neurologique est progressive, augmente avec
I'age et indique une pathologie généralisée du SNC. Les tremblements corporels et 1'ataxie
¢taient visibles de 7 a 10 mois, ce qui suggeére des anomalies cérébelleuses. Une surdité
déterminée par des réponses évoquées du tronc cérébral auditif a également été observée entre
5 et 10 mois [419]. Chez les souris les mutations au niveau du géne MAN2B2 provoque la
diminution de la taille du ganglion vagus supérieur.

Le patient porteur de la mutation p.Argl95* sur le gene MAN2B2, a été diagnostiqué a I’age
de 40 ans d’un phénotype tremblant (TD) d’une MP typique. Il a présenté une akinésie, une
rigidité et un tremblement de repos au niveau du bras droit sans instabilité posturale. Il a été
traité avec un traitement dopaminergique a 375 mg par jour, avec une trés bonne réponse et
sans aggravation motrices ni dyskinésies. Neuf ans apres 1'apparition de la maladie, la réponse
au traitement est encore bonne. La progression était trés lente (UPDRS-III= 9/108, stade
Hoehn and Yahr = 2) Il n’a pas développé des troubles cognitifs (MMSE=30/30), ni des
troubles de sommeil ou neurovégétatifs. Cependant, 1'évaluation psychiatrique a révélé des

troubles psychiatriques séveres.

139



A E L ‘ Constraint Expected Observed Constraint
%)
P,

from ExAC no. variants no. variants Metric
Synonymous 233.7 218 z=084
Missense 471.1 497 z=-0.58

N |
[N

J
_| |
Il/ |
J Golgh
Endosome - |
MNucheus
Mt hondrion f
- l _L L A nnnnnnnnnn Endopla Cyto;
‘. A . - ) . _ reticulum — "
| { ] { | & J =
— S/ '\__) L {\_,J
=1 =2 11=3 Ii=4 -5 .
(e oty O I EESIGTAETE) T SEeheam W 8
9351 chrd:1 82200001 100000
Scale i8 kl:‘: " rg19
chirdt | &,555, d0n| £,590, ada| €,595, 60| &,500, 090| 8,808, aog| €,510,000| &,B18, ¢ad| £,629,0
Your Seauence from Blat Search
UCEIC Cenes (Refieq, GenBank, CCDS, Rfam, TRNAS & COMPArat ive Genomics)
H H H H H - H H it H H
t + & -4 + 1
| et Ml laRsrOssiniis o ool soessnce s wecsicanse |

Figure 58. Variation identifiée sur le g¢éne MAN2B2.

(A) Pedigree de la famille PD-TN-218-11. (B) Nombre de variations identifiées sur le géne MAN2B2
et son LoF score dans la base de donnée EXAC. (C) localisation de la protéine MAN2B2. (D)
Localisation chromosomique du géne MAN2B2, sa structure et localisation de la
variationc.583C>T/p.Argl195*.(E) Electrophérogrammes montrant la variation ¢.583C>T identifiée sur
le geneMAN2B?2 a I’état homozygote chez le patient, a 1’état hétérozygote chez la mére et une sceur et
son absence chez les autres membres de la famille.

11.2. Le géne ATAD3A : p.Ala264Ser
La méme variation (rs2767471) [exon 7: g.1520272G>T, ¢.790G>T, p.Ala264Ser] sur le
gene ATAD3A a été identifiée a 1’état homozygote chez deux familles consanguines non
apparentées. ATAD3A est situé sur le bras court du chromosome 1 trés proches des télomeres
(1p36.33) [Chromosome 1: 1,447,523-1,470,067 (GRCh37)]. 1l s’étend sur 22,545 pb et il est
composé¢ de 16 exons codants (2612 pb) pour une protéine de 634 acides aminés. Ce geéne
code pour une protéine membranaire mitochondriale exprimée de facon omniprésente qui
contribue a la dynamique mitochondriale, a la traduction des protéines, a la croissance

cellulaire et au métabolisme du cholestérol [424]. Ce géne est un membre de la famille des
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geénes de la famille des ATPase contenant le domaine AAA 3A qui, chez I'homme, comprend

deux autres paralogues (ATAD3B et ATAD3C).
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Figure 59. Variation identifiée sur le géne ATAD3A.
(A) Pedigree des deux familles PD-TN-222-11 et PD-TU-34. (B) Localisation chromosomique du
géne ATAD3A et ses transcrits. (C) localisation de la protéine A74D3A4. (D) Nombre de variations
identifiées sur le gene ATAD34 et son z score dans la base de donnée EXAC.

La protéine ATAD3A est composée de deux domaines coil-coils du c6té N-terminal, d’un
domaine d’adressage a la mitochondrie proche du domaine transmembranaire ainsi que d’un
domaine C-terminal contenant le domaine ATPase. Le domaine N-terminal interagit avec la
membrane mitochondriale externe[425]. Les interactions dynamiques entre les ¢léments des
membranes externe et interne contrdlent un certain nombre de fonctions mitochondriales
importantes comme le transfert de métabolites, la fission et la fusion. A7AD3Ainteragit avec
les protéines de fission (Drpl) et I’inhibition de I’activit¢é ATPase provoque la fission du
réseau mitochondrial [426]. L’influence d’ATAD3A sur les fonctions mitochondriales
essentielles suggere que cette protéine possede des propriétés uniques qui lui permetde réguler
les dynamiques mitochondriales et leurs fonctions dans les organismes multicellulaires [425,

427].
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La perturbation du réseau mitochondrial lors de I’inhibition d’474AD3A confirme qu’il joue un
role vital dans 1’équilibre métabolique de I’organisme. Une inactivation homozygote du géne
orthologue chez la souris entraine une létalité embryonnaire au jour 7.5 en raison du retard de
croissance et du développement défectueux de la lignée trophoblastique. Les mutations sur ce
gene sont associées a des syndromes neurologiques distincts, y compris le syndrome de Harel-
Yoon[428] et la paraplégie spastique héréditaire dominante [429]. La mutation
(c.1582C>T/p.Arg528Trp) sur le gene ATAD3Aa été montrée de causer le syndrome de Harel-
Yoon qui est un trouble neurologique caractéris¢é par un retard de développement
psychomoteur, une déficience intellectuelle, une hypotonie tronculaire, une spasticité et une
neuropathie périphérique [428].

La mutation (c.1064G > A/p.G355D) a I’état hétérozygote a récemment été trouvéede causer
un syndrome neurologique avec retard de développement, hypotonie, spasticité, atrophie
optique, neuropathie axonale et une cardiomyopathie hypertrophique [429].

Le geneATAD3Apossede une intolérance extréme aux variations faux-sens (score z = 2.32).
La mutation p.Ala264Ser identifiée a entrainé un changement d’alanine, un acide aminé
aliphatique hydrophobe neutre, a un acide aminé polaire hydrophile neutre (différence
physicochimique importante). L'alanine est modérément conservée, mais fortement conservé
chez les mammiferes situé au niveau du domaine catalytique Atpase family AAA domain-
containing protein 3. Le changement a été prédit comme pathogéne par les outils de prédiction
in silico. Cette variation a une fréquence EXAC de 0.001 et elle était jamais décrite a 1’état
homozygote.Les modeles de la protéine sauvage et mutée ont été analysés a l'aide du
programme DeepView / Swiss PDB Viewer 3.7 et la valeur de degré de déviation (RMSD)
était significative (5.4 A) (Figure 60).

La quantification de ’ADN mitochondrial chez les deux patientsa révélé une légere
diminution de la quantité relative de I’ADNmt de 15-20% par rapport aux témoins mais sans
atteindre la déplétion de I’ADNmt.La réduction du nombre de copies de I'ADNmt (ou
déplétion) a moins de 30% de la teneur normale en ADNmt est définie comme un
appauvrissement en cet ADN. Cette déplétion est retrouvée dans un groupe hétérogene de
maladies mitochondriales sévéres et habituellement mortelles dans la petite enfance et
I'enfance[430]. Ces résultats suggérent I’effet pathogéne de la mutation identifiée sur le gene
ATAD3A et sa potentielle implication dans la MP.

Les deux patients porteurs de cette mutation ont développé un MP typique avec un age de

début précoce (43 ans). Les deux patients ont présenté une akinésie, une rigidité et un
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tremblement de repos asymétrique sans instabilité posturale. La réponse au traitement
1évodopa était de 80% et sans aggravation motrices ni dyskinésies. Ils n’ont pas développé des

troubles cognitifs (MMSE=29/30).
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Figure 60. Analyse de la variation ¢.790G>T/ p.Ala264Ser identifiée sur le géne ATAD3A.

(A) Présentation de la protéine ATAD3A: coil-coil (CC1 & CC2), domaine transmembranaire (TMD),
ATPase avec les séquences Walker A (WA) et Walker B (WB). (B) Alignement de la protéine
ATAD3A dans différentes espéces montrant la conservation du résidu 264; I'acide aminé muté est
encadré. (C) Electrophérogrammes montrant la variation ¢.790G>T identifiée sur le géene ATAD3A4 a
1”état homozygote chez les deux patients et a 1’¢état hétérozygote chez les autres membres de la famille.
(D) structure 3D de la protéine ATAD3A obtenue par le logiciel 'DeepView / Swiss PDB Viewer 3.7'
montrant la différence entre la protéine sauvage et la protéine mutée (la couleur rouge montre la
position atomiqueavec le RMSD le plus significatif).

11.3. Le géne IDE : p.Arg722Trp
La variation (rs76587725) [exon 18: g.94230055G>A, c.2164C>T, p.Arg722Trp] sur le géne
Insulin-Degrading Enzyme (IDE) a ¢été identifiée a 1’état homozygotes chez une famille
consanguine. Dans cette famille deux autres geénes candidats ont été identifiés (CPSI1 et
ARMCXS) mais le seul qui coségrége avec la MP est le gene IDE ce qui le rend le candidat le
plus convaincant. Cette mutation a entrainé la substitution de I’argininea la position 722, un
acide aminé polaire hydrophile chargé (+), en Tryptophane qui est un acide aminé aromatique

hydrophobe neutre (différence physicochimique importante). L'arginine est modérément
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conservée et cette variation a été prédite comme pathogene par les outils de prédiction in
silico. Cette variation a une fréquence MAF =3.305e-05 sur ExAC, MAF=8e-05/1 sur GO-
ESP et MAF =3¢-05/1 sur TOPMED et elle était jamais décrite a 1’état homozygote.
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Figure 61. Analyse de la variation ¢.2164C>T/ p.Arg722Trp identifiée sur le géne IDE.
(A) Présentation de la protéine Insulin-Degrading Enzyme. (B) Alignement de la protéine IDE dans
différentes espeéces montrant la conservation du résidu Arginine 722; l'acide aminé muté est encadreé.

(C) structure 3D de la protéine IDE obtenue par le logiciel 'DeepView / Swiss PDB Viewer 3.7'
montrant la différence entre la protéine sauvage et la protéine mutée (la couleur rouge montre la
position atomique avec le RMSD le plus significatif). La structure 3D a été fournie en utilisant la
structure cristallisée de 1’insulin-degrading enzyme Humaine (2G47).

Le géne IDE est situé sur le bras long du chromosome 10 (10g23.33) [Chromosome 10:

94 211 441-94 333 852 (GRCh37)]. 1l est composé de 25 exons (119576pb) codant pour une

protéine de 634 acides aminés (Figure 62). Ce géne code pour une métallo peptidase de 110-

kD impliquée dans la dégradationde certain nombre de peptides [431]. L'épissage alternatif

aboutit a plusieurs variants de transcription codant des isoformes distinctes [431]. Il joue un
role dans la dégradation cellulaire de l'insuline, de I'TAPP, du glucagon, de la bradykinine, de
la kallidine et d'autres peptides, et joue ainsi un rdle dans la signalisation des peptides

intercellulaires. Il peut jouer un role dans la dégradation des protéines béta-amyloides

naturellement sécrétées par les neurones et la microglie [432, 433]. Cette protéine se localise
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principalement dans le cytoplasme, mais dans certains types de cellules, elle se localise dans

l'espace extracellulaire, la membrane cellulaire, le peroxysome et la mitochondrie.
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Figure 62. Variation identifiée sur le géne IDE.

(A) Pedigree de la famille PD-TN-200-11. (B) Localisation chromosomique du geéne IDE et ses
transcrits. (C) localisation de la protéine IDE dans la cellule. (D) Nombre de variations identifiées sur
le géne IDE et son z score dans la base de donnée Exac.(E) interaction qui relie le géne /DE aux autres

genes impliqués dans la MP.
Les souris homozygotes pour une mutation sur ce gene présentent une accumulation de béta-
amyloide dans le cerveau, une hyperinsulinémie et une intolérance au glucose. Ces facteurs
qui augmentent les taux de peptide béta-amyloide sont associés a un risque accru de la
maladie d'Alzheimer[434-436]. En effet, la P-amyloide, générée a partir du clivage
protéolytique de la protéine précurseur amyloide (APP) [437], s'accumule dans les espaces
intracellulaire et dans l'espace extracellulaire, conduisant a la formation de plaques

amyloides[438—440]. Ce peptide composé de 39-43 acides aminés est le principal constituant

de la plaque dans le cerveau des patients atteints de la maladie d'Alzheimer [441].
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L’analyse de Dl’interaction du géne IDE et les autres génes impliqués dans la maladie de
Parkinson a montré une interaction entre le géne IDE et le géne SNCA via le précurseur
amyloide (APP) (Figure 62). En effet, une étude in vivo récente a montré que la f-amyloide
favorise l'agrégation la o-synucléine. Cela suggere qu’un déficit dans le géne IDE qui
provoque 1’accumulation du B-amyloide mal repliées pourrait contribuer a la pathogenése de

la maladie de Parkinson[442, 443].

11.4. Le géne BRE : p.Ser11Cys

La variation (rs144572761) [exon 2: g.28117455C>G, ¢.32C>G, p.Ser11Cys] sur le géne
brain and reproductive organ-expressed TNFRSF1A modulator (BRE) a été identifiée a 1’état
homozygote chez une famille consanguine. Pour cette famille un autre géne candidat a été
identifi¢ (DNAJB2) qui est impliqué dans la maladie de Charcot-Marie-Tooth disease 2T,
mais la variation touche un acide aminé non conservé et elle a été prédite comme non délétere
par la plupart des logiciel de prédiction in-silico. Cependant, la mutation p.Serl1Cys
identifiée sur le gene BRE touche la sérine a la position 11 qui est trés conservée jusqu'a
Poisson zeébre. La différence physicochimique entre les deux acides aminés est importante(la
sérine : un acide aminé hydrophiles hydroxylés, la cystéine : un acide aminé soufr¢). Cette
substitution a été prédite comme pathogeéne par tous les logiciels de prédiction in-silico
utilisés. La fréquence de cette variation est MAF= 0.002 sur la base de données EXAC et
MAF= 0.001 sur la base 1000G et elle était jamais décrite a 1’état homozygote. Dans notre
cohorte de réplication de 1348 résultats d’exome, la méme mutation p.Serl1Cys sur le gene
BREa été identifiée chez un patient d’origine frangaise et une autre mutation qui crée un
codant stop a I’état homozygote chez un patient Turc a été révélée sur le méme gene.

Le geéne BRE est situé sur le bras court du chromosome 2 (p23.3) [Chromosome 2:
27,888,709-28,338,900 (GRCh37)]. Il est composé¢ de 13 exons (448,173pb) dont 11 sont
codants pour une protéine de 383 acides aminés de 1.9kD. La protéine BRE est une protéine
hautement conservée sur le plan évolutif, sans homologue chez la méme espece. Cette
protéine anti-apoptotique interagit avec le récepteur de facteur de nécrose tumorale-1. La
protéine codée agit comme un adaptateur dans plusieurs complexes protéiques, y compris le
complexe BRCA1-A et le complexe BRISC. Le complexe BRCA1-A possede une activité
ubiquitinase et cible les sites de cassures d'’ADN double brin, tandis que le complexe BRISC
présente une activit¢é de deubiquitinase et il est impliqué dans l'assemblage du fuseau

mitotique. Dans le complexe BRCA1-A, le géne BRE agit comme un adaptateur qui comble
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l'interaction entre BABAMI1 / NBA1 et le reste du complexe, ce qui est nécessaire pour
l'intégrité du complexe et la modulation de l'activité ubiquitine ligase E3 (PARK?2) [444, 445].
Les souris homozygotes pour un allele knock-out sont fertiles. Cependant, les fibroblastes
présentent une prolifération diminuée et une duplication cellulaire accrue en réponse a
l'irradiation et au peroxyde d'hydrogene avec une altération de la réparation des dommages a
I'"ADN. Ainsi, il est probable que la surexpression de BRE améliore la survie tumorale grace a
son activité anti-apoptotique, plutdt que d'initier la formation de tumeurs.

La réduction de la teneur de I’ADNmt au niveau des cellules est habituellement causée par
des défauts moléculaires dans les geénes responsables de la biogenése et du maintien de
l'intégrit¢ de 'ADNmt ou dans la reconstitution de la réserve de désoxyribonucléoside
triphosphate (ANTP) mitochondrial pour la synthése de 'ADNmt. La quantification de ’ADN
mitochondriale moyennant la PCR en temps réel et en utilisant comme gene cible le géne
mitochondrial ND4 (NADH déshydrogénase 4), qui est localis¢é dans une région non
polymorphe et stable, et le geéne nucléaire GAPDH (Glyceraldehyde-3-Phosphate
Déshydrogénase) comme gene de ménage, nous a permis d’identifier une déplétion de
I’ADNmt.Nous avons constaté une diminution importante de 40% de la quantité relative de
I’ADNmt.

La patiente a dévellopé un tremblement de la main droite particulierement au repos associé a
la rigidité des membres inférieurs et supérieuts résultant a des difficultés de marche a 1'age de
36 ans. Elle avait une allure lente et tralnante avec une instabilité posturale.La progression de
la maldie était trés rapide. Apreés un an d’évolution de la maladie, l'examen neurologique a
révelé un tremblement de repos bilatéral, une raideur axiale et une rigidit¢ des quatre
membres sévere. La réponse au traitement Iévodopa était mauvaise et a induit des dyskinésies
et des fluctuations motrices (phénoméne ON/OFF). Les scores UPDRS-III et MMSE étaient
non évaluables et le stade de Hoehn et Yahr était de 4.5 aprés 1 an de progression de la
maladie. L'IRM a montré des anomalies dans la substance blanche du cerveau. En plus la
patiente a développé un retard mental depuis le jeune age. Ce phénotype particulier supporte
les résultats de la PCR temps réel qui a révélé une déplétion mitochondriale. En fait la
déplétion de I’ADNmt provoque un groupe hétérogeéne de troubles qui se manifeste
cliniquement par des formes hépatocérébrales, des myopathiques, des cardiomyopathiques et

des maladies neurodégénératives.
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Figure 63. Variation identifiée sur le géne BRE.

(A) Pedigree de la famille PD-TN-55-12. (B) localisation de la protéine BRE dans la cellule. (C)
Localisation chromosomique du géne BRE et ses transcrits. (D) Nombre de variations identifiées sur le
geéne BRE et score z dans la base de donnée Exac. (E) interaction entre le géne BRE aux autres génes
impliqués dans la MP. (F) Alignement multiple montrant la conservation de I’acide aminé serine 11.

III. Variations identifiées sur autres génes associés précédemment a la
maladie de Parkinson

I1.1.  Legéne ATXN3
Les expansions de trinucléotides (CAG) dans le geéne ATXN3 (ataxin-3) provoquent
habituellement une ataxie spinocérébelleuse qui peut inclure un parkinsonisme(expansions
normal= 16-34). Cependant il a était rapporté que ce geneest impliqué dans la MP proprement

dit sans autres signes neurologiques, au moins pendant les années suivant la présentation
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initiale de la maladie [199, 200]. Des expansions pathogeénes (n= 67-75) sur le geéne
ATXN3ontété identifié chez des patients qui présentaient des caractéristiques phénotypiques
typiques de la MPet une bonne réponse a la dopamine[446].

Dans notre cohorte, en plus de ’expansion (CAG)i9 a I’état homozygotes, nous avons
identifi¢ a 1’état hétérozygote une nouvelle délétion de 3 nucléotides sur 1’exon 10 qui
provoque la délétion de deux acides aminées a la position 305 et 306 et ’insertion d’un
Arginine a cette position (p.GIn305 Gly306delinsArg).Cette variation a été identifiée chez 3
patients non apparenté¢ qui ont développé une MP typique avec une bonne réponse au
traitement avant I’age de 40 ans.L.e nombre d’expansion CAG chez ces patients était inférieur
a celui identifié précédemment (>67), cependant il reste largement supérieur a celui observée
dans notre population (n=8). On suggere que ces deux variations identifiées peuvent étre

associées a la MP chez ces 3 patients Tunisiens.
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Figure 64. Mécanisme de pathogénicité liée a I’expansion CAG sur le gene ATXN3.

II1.2.  Legéne HTRA?2 : p.Pro239Leu

Ce géne code pour une protéine impliquée dans 1’apoptose mitochondriale. La protéine
HTRA?2 de pleine longueur est constituée d'un domaine transmembranaire (TM, résidus 105-
124), d'un domaine catalytique protéase (trypsine SPc, résidus 178-342) et d'un domaine PDZ
C-terminal (résidus 363-445) (Figure 65).

Deux mutations (G399S, A141S) identifiées sur le gene HTRA2chez 4 patients allemands ont
été associé¢ a la MP [209].Ces deux mutations ont entrainé une activation défectueuse de

l'activité protéase dugene HTRA2 induisant un dysfonctionnement mitochondrial. Cependant,
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la plupart des études de réplication ont exclu ’association entre le géne HTRA2 et la MP
incluant une étude multicentrique sur 6378 patients parkinsoniens [210, 211].

Dans notre cohorte, nous avons identifi¢ une variation c.716C>T/p.Pro239Leu (rs777079325)
sur I’exon 3 du géne HTRA2 chez un patient qui a développé une MP typique a 1’age de
45ans. Cette variation a ét¢ identifié chez un seul individu a I’état hétérozygote dans la base
de donnée Exac (fréquence=8.24e-06). Le résidu touché est trés conservé jusqu'a Poisson
zebre et la différence chimique entre les deux acides aminés est importante. La variation est
située sur le domaine protéique catalytique Trypsin-like cysteine/serine peptidase et elle a été
prédite comme délétere par tous les outils de prédiction utilisés. Le criblage de cette variation
chez toute la famille a montré son absence, ce qui supporte son effet pathogéne.

Le patient a présent¢ un phénotype typique avec une bonne réponse a 375 mg/jour du
traitement 1évodopa. Apres 19 ans d’évolution de la maladie, elle a gardé un bon état avec une
bonne réponse au traitement, sans développer des complications motrices ou une instabilité
posturale et ’'UPDRS ¢était a 35. Elle a souffert des troubles neurovégétatifs et de sommeil

sans aucun signe de troubles cognitifs ou psychiatriques.
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Figure 65. Représentation de la protéine HTRA?2 et son activité.

A : structure de la protéine HTRA?2 et I’emplacement de la mutation p.Pro239Leu. (B) Le stress
oxydatif entraine 1'activation de la voie de la kinase p38.P38 phosphoryle la sérine-142 de la protéine
HTRA2d'une mani¢re dépendante de PINK1; alors que CDKJ5 phosphoryle la sérine-400, augmentant

l'activité protéolytique de HTRA2. L'HTRA2 active induit des caspases sensibles au stress qui sous
I’action de Parkin induit la mitophagie[447].
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111.3.  Le géne MAPT : p.Arg222Ser et p.Pro512His

Ce géne code la protéine tau associée aux microtubules (MAPT). Les protéines Tau sont
exprimées principalement dans le cerveau. Tau est impliqué dans le transport axonal, la
plasticité, fonction synaptique[448]. La protéine tau associée aux microtubules est une
protéine a prédominance neuronale dont la fonction principale est de se lier aux microtubules
et de les stabiliser[449].

Les mutations du géne MAPT ont été associées a plusieurs troubles neurodégénératifs tels que
la maladie d'Alzheimer, la maladie de Pick, la démence frontotemporale, la dégénérescence
cortico-basale et la paralysie supranucléaire progressive [241,242,243]. Une association entre
I'homozygotie de l'haplotype H1 et l'augmentation du risque de la MP a été décrite par
plusieurs groupes [450]. On peut mieux comprendre le role de la protéine tau en tant que
facteur de risque dans la maladie de Parkinson en comprenant comment interagit MAPT avec
les deux autres influences génétiques majeures sur le risque de maladie de Parkinson: SNCA
et LRRK?.

Dans notre étude nous avons identifi¢ 2 variations sur le géene MAPT chez 3 patients avec une
MP typique précoce et bonne réponse au traitement.

Tableau 28. Prédiction in silico de la pathogénicité des variations identifiées sur le gene MAPT

. . o Polyphen- | Mutation | GVG EXAC
Patient | Zygosity Variation snp138 SIFT 2 Taster D 1000G Freq
198-11
EX6:c.664C>A p.Arg222Ser | rs150983093 T D P Co 0.0006 | 0.000249
30-12
HTZ
81-11 EX10:c.1535C>A | p.ProS12His | 15192236920 D D P Co 0.0004 6'706566_
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Figure 66. La protéine tau et son implication dans la maladie de Parkinson.

A : Interactions potentielles reliant tau a la mort cellulaire chez les patients atteints de la maladie de
Parkinson, montrant des liens établis entre tau, LRRK2, a-synucléine et dysfonction cellulaire. Tau a
¢té montré pour modifier 'agrégation de I'a-synucléine (1), et a été décrit comme étant agrégé dans des
modeles murins de la maladie LRRK?2 (2). Une interaction cellulaire présumée entre tau, a-synucléine
et LRRK?2 pourrait avoir un impact sur un grand nombre de processus cellulaires dans lesquels les
trois protéines ont été impliquées, y compris la dysfonction mitochondriale (3), la traduction altérée
(4), l'autophagie altérée (5), un dysfonctionnement du protéasome (6) et un trafic de vésicules altéré
(7). B : Les protéines Tau, dans les neurones, peuvent se désagréger et former des enchevétrements qui
paralysent le trafic interne des neurones et aboutit a leur mort.

IV. Conclusion

Depuis la description de la maladie de Parkinson, des progrés majeurs ont été réalisés dans le
traitement et la compréhension des mécanismes physiopathologiques liés a diverses formes
génétiques de la maladie. Au cours de la derniére décennie, le développement des nouvelles
techniques d’exploration du génome a mené a 1’identification de plusieurs génes impliqués
dans le développement de la MP.Néanmoins, chez preés de 50% des formes familiales et plus
de 80% des formes sporadiques avec un début précoce de la maladie,aucune cause génétique
n’a été identifice.

Dans notre étude, nous avons utilisé la technique de séquencage d’exome chez 24 patients

dont I’age de début de la maladie était inférieur a 40ans pour la recherche de nouveaux genes
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impliqués dans la maladie de Parkinson. Cette stratégie d’analyse nous a permis d’identifier
des variations dans 19 geénes candidats, y compris des geénes impliqués dans des voies
physiopathologiques qui interagissent avec les génes responsables des formes monogéniques
de la MP.

Les résultats de cette étudeont étéen faveur del’hypothése que la dysfonction mitochondriale
et la génération de stress oxydatif entrainant la mort des cellules neuronales sontles principaux
facteurs impliqués dans 1'étiologie de la MP. En fait, la plupart des geénes candidats
sélectionnés (ATAD3A, BRE, ACADII, MRPL53, CACNAIS, ARMCX3, CASPY) sont
impliqués dans lea dynamique et la fonction mitochondriales.Une méme variation du géne
ATAD3A a été identifiée a 1’état homozygote chez deux patients consanguins non apparentées
qui ont développé une MP typique avec un age de début précoce (43 ans). La quantification
de ’ADN mitochondrial chez les deux patientsa révélé une légere diminution de la quantité
relative de ’ADNmt de 15-20%.

Chez un autre patient porteur d’'une mutation sur le géne BRE, nous avons constaté une
déplétion importante de 40% de la quantité relative de I’ADNmt. Le patient porteur de cette
mutation a présenté un phénotype sévere avec une progression tres rapide de la maladie et un

retard mental depuis le jeune age.

Nos résultats incriminent également le role des troubles du stockage lysosomial dans le
développement de la MP. En particulier, nous avons identifi¢ un variant sur le gene MAN2B2,
une o-mannosidaselysosomale, a 1’état homozygote chez un cas index présentant une MP

typique a début précoce.

Une autre variation identifiée sur le géne IDE suggere qu’un déficit dans ce gene qui
provoque I’accumulation du peptide P-amyloide mal repli€ pourrait contribuer a la
pathogenése de la maladie de Parkinson.

Nos résultats, qui devront étre répliqués, soulignent I’intérét d’utiliser une population
fondatrice comme la population Tunisienne pour 1’étude de la structure génétique de la MP et
devraient permettre d’approfondir les connaissances sur la pathogénése moléculaire de la MP.
Cependant, I’étude génétique de la MP et I’identification des nouveaux génes impliqués dans
notre cohorte se confronte a certaines limitates qui sont notamment ’absence de familles
étendues avec plusieurs cas apparentés. La plupart de nos patients étaient des cas sporadiques,
ceci avaient pour conséquence de restreindre les possibilités d’études familiales et les

cohortes de réplications.
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Conclusion



Dans notre cohorte, les mutations sur le géne LRRK2 sont la principale cause
génétique de la maladie de Parkinson, responsable également des formes a début précoce et a
début tardif. La mutation LRRK2-p.G2019S seule était responsable de 42,8% de tous les cas.
Nous avons confirmé que cette fréquence ¢élevée est due a un effet fondateur qui a survenu il y
a au moins 4000 ans chez un ancétre commun de tous les porteurs Tunisiens de cette mutation
et nous avons montré que cet ancétre commun a une origine berbére. Cliniquement ces
patients sont plus susceptibles de développer la MP a un age plus précoce mais leur phénotype
est généralement plus bénin que celui des formes idiopathiques. L’age de début de la maladie
pour ces patients était trés variable d’un patient & un autre, nous avons montré qu’une
variation synonyme sur le géne LRRK2 (p.L953L) augmente le niveau d’expression du géne
LRRK? ce qui provoque le développement de la maladie a un age plus précoce. La sévérité de
la maladie ne différait pas entre les porteurs homozygotes et hétérozygotes de la mutation
p.G2019S. Alors que les porteurs males ont une meilleure cognition et un risque plus faible de
dépression en comparaison des porteurs femelles.

Dans cette étude, nous avons également trouvé que la mutation PINKI p.Q456* est présente
sur un seul haplotype commun parmi 6 familles non apparentées suggérant que cette mutation
est le résultat d'un seul changement nucléotidique dans un ancétre commun de tous les
porteurs de la mutation p.Q456* en Tunisie. Malheureusement, ayant un nombre limité de
porteurs dans notre cohorte, nous n’avons pas pu dater cet événement fondateur. Cependant,
les analyses de 1'origine ethnique ont montré que tous les porteurs males avaient une origine
berbére portant le sous-clade EIBIB1B (MS81).

En plus de la mutation p.Q456*, quatre autres mutations ont ét¢ identifi¢es sur le gene PINK/
(détectées dans 4% de tous les cas). Cette fréquence élevée de mutations PINKI dans la
population tunisienne a également été rapportée par Ishihara-Paul et al. En effet, les mutations
Q12915*29 et G440E identifiées dans cette étude ont été décrites pour la premicre fois dans la
cohorte tunisienne et elles pourraient aussi résulter d'un événement fondateur plus rare ou plus
récent. Ces données nous amenent a conclure que cette fréquence inhabituellement élevée des
mutations PINK peut étre limitée a la population tunisienne d’origine berbere.

En revanche, la fréquence des mutations sur le génePARK? a été relativement plus faible dans
notre cohorte tunisienne que dans les autres populations. Seulement deux patients avaient des
réarrangements exoniques dans le gene PARK?2 y compris une nouvelle triplication des exons

5-7 (0,8% de tous les cas).
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Dans le géneGBA, en plus de la mutation p.L483P (p.L444P) pathogeéne, 3 nouvelles
mutations (p.D180G, p.A215V et p.F290Y) ont également été¢ identifiées chez 1,6% des
patients.

Dans I'ensemble, les causes génétiques ont été identifiées dans un nombre considérable de cas
(51,2%). Cette haute fréquence était en accord avec les résultats de Gouider-Khouja et
Nishioka et al. sur la population tunisienne. Au contraire, dans la plupart des populations, les
formes monogéniques connues sont rares, et ne peuvent expliquer qu'une tres faible partie des
cas de MP estimés a 10-20%. Habituellement, les mutations sont plus fréquentes chez les
patients avec un age de début de la maladie inférieur a 40ans, avec des antécédents familiaux
de PD ou consanguinité¢ parentale. Cependant, dans notre étude, la fréquence des formes
monogéniques chez les patients avec un age tardif de début de la MP était relativement élevée
et similaire a celle des patients avec un age précoce de début de la MP. Ceci confirme que la
population berbéro-tunisienne est distincte des autres populations.

Nos résultats ont montré que la population tunisienne est distincte des autres populations, car
il est frappant de constater que plus de 50% de tous les cas parkinsoniens ont une origine
génétique. En effet, outre que la prévalence trés ¢élevée de la mutation p.G2019S sur le gene
LRRK2; une fréquence ¢levée inhabituelle des mutations sur le géne PINK1 a été notée. Cette
structure génétique particulaire de la MP en Tunisie pourrait étre principalement le résultat de
l'origine historique berbére de notre population Tunisienne.

Aprés avoir déterminé les genes responsables de formes familiales de la maladie de
Parkinson, nous pouvons donner un conseil génétique bien fondé. De plus, ces avancées en
génétique ont permis une meilleure compréhension de la physiopathologie de la maladie ce
qui pourrait aider a découvrir des nouvelles approches thérapeutiques. En connaissant le
background génétique de notre population Parkinsonienne, nous pouvons participer a des

protocoles de thérapie ciblée et nous pouvons donner un conseil génétique bien fondé.
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Perspectives



Suite a ce travail de thése, de nombreuses perspectives sont envisageables et certaines déja

prévues.

¢ Etudier d’autres familles atteintes de la maladie de Parkinson précoce et chercher les

mutations responsables de ces formes.

¢ Elargir ’effectif des patients porteurs de la mutation p.G2019S sur le géne LRRK?
pour pouvoir confirmer 1’influence de la variation p.L953L en utilisant une méthode

d’analyse plus adéquate.

% Etudier I’age de la mutation fondatricep.Q456 * sur le géne PINK .

X/

s Approfondir 1’analyse des résultats d’exome pour identifier les génes candidats a

transmission dominante.

X/

¢ Analyse fonctionnelle des variations identifiées sur les génes candidats pour confirmer

leur implication dans la maladie de Parkinson.
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AUATESSE | .eoeeeeeeeeseeeesees e ee e es e R s R RS EEER AR AR R R SRR R R
............................................................................................................. N ) L
ANTECEDENTS ET HABITUDES
Diabéte L Dyslipidémie L Tabagisme [] Ethylisme []
Cardiopathie [ AVC répétitifs U Traumatisme cranien [ Tremblement essentiel []
TRANSMISSION
Consanguinité : Non [] Oui [ DEGIEe & e
Cas similaire dans la famille : Non [] Oui [ Nombrede cas : ....c.oevvvviveiiiiiiiiniinannn,
MoOde de tranSIMISSION © .. ...uettt ettt ettt et et e et e e e et et e et et et et et e et et
Autres maladie génétiques familiales : Non [] Oui [ AUtre oo,
Tremblement sénile [ Maladie d’Alzheimer []

ELEMENTS DU DIAGNOSTIC
A-Syndrome parkinsonien :

1) Akinésie :Oui Non [J

2) Rigidité : Oui UJ Non []

3) Tremblement de repos ~ : Oui [J Non [

4) Instabilité posturale : Oui UJ Non []

B-Criteres d’exclusion :

Instabilité posturale sévere et chutes précoce (<1 an) : Oui [ Non [
Syndrome pyramidal franc : Oui Non [J
Syndrome cérébelleux : Oui [ Non [
Signes corticaux pariétaux asymétriques : Oui Non [J
Signes sensitifs, apraxie, main étrangere : Oui [ Non [
Incontinence précoce (< 1 an) :Oui L] Non [
Démence précoce (<2 ans) : Oui UJ Non [
Paralysie supranucléaire de la verticalité : Oui Non [J
Dysphagie/dysarthrie : Oui [ Non []
Progression rapide :Oui L Non [J
Absence de réponse prolongée a Lévodopa : Oui [ Non []
Signes d’atteinte de la corne antérieure :Oui L Non [J

ATCD d’AVC répétés : Oui UJ Non [




C - Examens complémentaires : Faits [ Non faits [

1) Scanner et/ou IRM cérébrale :  Non fait [] Normal []
ANormal [ ¢ o
2) Avant 40 ans
- Cuprémie : Non fait [ Normal [] Elevé [
- Cuprurie : Non fait [] Normal [] Elevé [
- Céruléoplasmine  : Non fait [] Normal [] Bas [
- Recherche d'anneau de. Kayser Fleischer : Non fait [J Présent [J Absent []
3) Recherche d'acanthocytes : Non fait [ Présent[] Absent[]

CARACTERISTIQUES DU SYNDROME PARKINSONIEN

A-Agededébut: ................................ B- Durée d’évolution : ..............................

B- Début : Unilatéral  : Oui O Non [
Billatéral : Oui UJ Non [
Membre sup : Droit [ Gauche [
Membre inf  : Droit [ Gauche [
B- Signes de début :

- Tremblement fin, distal : De repos [
D’attitude [ : M. sup G UJ M. sup G UJ
M. inf G U] M. inf G [
N Q1 L) (SIS =T SRS SR
= DIYSTONIE © SIEEE ©uveiuteiuiiiietieiteet ettt ettt ettt ettt b ettt b et e et e bt et eh s e bt et e h b bt et e et nh et e bt b et nae e
- RAIACUT OU CTAMPES 1 SIEZE....evteviiuiiriiitieiteeit ettt ettt ettt ettt et sttt et s b ettt s bt sbe et et e sseebeeanes
C-Examen actuel :
- Syndrome parkinsonien :
Forme : Tremblant [1 Akinéto-rigide [ Tremo-akineto-rigide L]
Unilatéral [] Billatéral [] Prédominant d’un coté []
-ROT: Présents L1 Vifs [ Diminués [] Abolis [

SIGNES ASSOCIEES ET COMPLICATIONS

1- Douleurs et signes sensitifs : Non [ Oui [
- Crampes et contractions musculaires du cou, rachis lombaire ,mollets [
- Signes sensitifs (fourmillements brilures,engourdissement)
- Douleurs diffuses
- Syndrome des jambes sans repos

- Douleurs cordonales postérieures

(0 I R I I e

- Douleurs radiculaires et tronculaires(sciatalgies cruralgies...)




2- Troubles du sommeil : Non [ Oui [

- Insomnie initiale [

- Insomnie de 2¢me partie de nuit U

- Fragmentation du sommeil ++ [

- Comportements nocturnes anormaux: agressivité, agitation, propos [

- Hallucinations et confusion [

3- Troubles neurovégétatifs : Non [J Oui [

- Digestifs : Non [ Oui [

Hypersialorrhéé [1  Dysphagie [ RGO Nausée [] Constipation []

- Troubles vésicosphinctériens : Non [J Oui [
Fuites-impériosité-pollakiurie-énurésie nocturne [
Dysurie- Rétention L]
Dysfonction érectile-impuissance L]

- Hypotension orthostatique: Non [ Oui [

TRAITEMENTS
DOPATHERAPIE : Non [J Oui [
Test L-dopa : Fait [J Non fait []
Amélioration initiale : Non [] Oui [
Sioui : dUurée (ANS) ..eeeecveeeeeieeeeiie e

DIOSE & ettt ettt et e es
Si pas d’amélioration précisez 1I’observance du traitement : Bonne [ Mauvaise []
Complications motrices : Fluctuations motrices [ Phénomeme ON-OFF []

Dyskinésie [
ANTICHOLINERGIQUES : Non [] Oui [

AUTRES A PRECISER & .ottt ettt ettt ettt e eanees

SCORE CLINIQUE

SCORE UPDRS (QNNEXE 1) & 1utriiiiiiieiiee et eeteeeiee ettt e et eeetaeestaeesbaeesebaeesssaeanssaeasseesnssseeensesesssesensseeans
STADES DE HOEHN ET HAHR (ANNEXE 2) & c..vviiiiiiieiiieeeiieeeieeesteeerveeeeteeeseaeessaeesssaessssneessseessssessssseennns
SCORE DE QUALITE DE VIE SF36 (ANNEXE 3) & c.uvieioiiieeiiieeiieeeieeesieeesiveeenieeeeseeeeseeeessseeesseeessseesnssessennns




CONCLUSION DIAGNOSTIQUE

TRANSMISSION : LJAR LJAD [Li¢e aI’X [ISporadique
STATUT CLINIQUE : [JAtteint LJExaminé
[ INon atteint [JNon examiné

[IEtat clinique indéterminé

DIAGNOSTIC CLINIQUE :
Maladie de Parkinson Sporadique []
Maladie de Parkinson Héréditaire [

Forme Tremblante [1 Forme Akinéto-rigide [] Forme Tremo-akineto-rigide []

Cadre reservé au laboratoire

Prélévement d’ADN : [ Oui (] Non

Date de prélévement : ...............ooeiiiiinn... Nedeprélevement @ ........ccevviiiiiiiiiiiiiiiiieennenn,
Code Maladie : ........... Origine : .......... Nom Famille : ......... N° Famille : ....... N° Individu : .......
(106 [ 111753 o 1




Arbre Généalogique

Important :
1/Indiquer le sujet prélevé par une étoile, 2/ Dessiner 1’arbre méme s'il n'y a pas d'antécédent familiaux, 3/ Préciser s'il existe une consanguinité dans la
famille




ECHELLE MOTRICE UDPRS

Examen moteur
1 Parole

0 =Normale

1 = Légere perte d’expression de la diction et/ou du volume vocal

2 = Voix monotone, bredouillée mais compréhensible : altération modérée
3 = Altération marquée, difficile & comprendre

4 = Incompréhensible

2 Expression faciale

0 =Normale

1 = Hypomimie légére, semble avoir un visage normalement impassible

2 = Diminution légére, mais franchement anormale de 1’expression faciale

3 = Hypomimie modérée : 1évres entreouvertes

4 = Masque facial ou facies figé avec perte importante ou totale de I’expression faciale : 1évres entrouvertes (0,6 cm ou plus)

3 Tremblement de repos

0 = Absent

1 = Léger et rarement présent

2 =Tremblement de faible amplitude mais persistent, ou d’amplitude modérée mais présent seulement de fagon intermittente
3 = Tremblement modéré en amplitude et présent la plupart du temps

4 = Tremblement d’amplitude marquée et présent la plupart du temps

4 Tremblement d’action ou tremblement postural des mains

0 = Absent

1 = Léger, présent lors de ’action

2 = Modéré en amplitude, présent lors de 1’action

3 = Modéré en amplitude, tant lors du maintien postural que lors de 1’action
4 = Amplitude marquée : géne 1’alimentation

5 Rigidité (évaluée lors des mouvements passifs des principales articulations avec un malade reldché, en position assise. Ne pas tenir compte de la
roue dentée)

0 = Absente

1 =Minime ou apparaissant lors des manceuvres de sensibilisation

2 = Légeére a modérée

3 = Marquée, mais la plupart des mouvements peuvent étre effectués aisément
4 = Sévere, les mouvements sont effectués difficilement

6 Tapotement des doigts (le malade fait des mouvements rapides et de larges amplitudes du pouce sur l'index, chaque main séparément)

0 =Normal

1 = Ralentissement léger et/ou réduction d’amplitude

2 = Modérément perturbé, se fatigue nettement et rapidement peut avoir d’occasionnels arréts du mouvement
3 = Séveérement perturbé. Hésitation fréquente au démarrage du mouvement ou arrét en cours de mouvement
4 = Peut a peine effectuer la tache

7 Mouvements des mains (le malade ouvre et ferme rapidement les mains avec la plus grande amplitude possible, chaque main séparément)

0 =Normal

1 = Ralentissement léger et/ou réduction d’amplitude

2 = Modérément perturbé, se fatigue nettement et rapidement peut avoir d’occasionnels arréts du mouvement
3 = Séverement perturbé. Hésitation fréquente au démarrage du mouvement ou arrét en cours de mouvement
4 = Peut a peine effectuer la tache

8 Mouvements alternatifs rapides des mains (mouvements de prosupination des mains verticalement ou horizontalement, avec la plus large
amplitude possible, les deux mains séparément)

0 =Normal

1 = Ralentissement léger et/ou réduction d’amplitude

2 = Modérément perturbé, se fatigue nettement et rapidement peut avoir d’occasionnels arréts du mouvement
3 = Séverement perturbé. Hésitation fréquente au démarrage du mouvement ou arrét en cours de mouvement
4 = Peut a peine effectuer la tache



ECHELLE MOTRICE UDPRS

9 Agilité de la jambe (le patient tape le talon sur le sol de fagon rapide en soulevant toute la jambe. L’ amplitude doit étre d’environ 7,5 cm en
position assise)

0 =Normal

1 = Ralentissement léger et/ou réduction d’amplitude

2 =Modérément perturbé, se fatigue nettement et rapidement peut avoir d’occasionnels arréts du mouvement
3 = Séverement perturbé. Hésitation fréquente au démarrage du mouvement ou arrét en cours de mouvement
4 = Peut a peine effectuer la tiche

10 Se lever d’une chaise (le patient essaye de se lever d'une chaise a dos droit en bois ou en métal, les bras pliés devant la poitrine)

0 =Normal

1 = Lentement ou a besoin de plus d’un essai

2 = Se pousse sur les bras du siége

3 =Tend a tomber en arriére et peut essayer plus d’une fois mais peut se lever sans aide
4 = Incapable de se lever sans aide

11 Posture
0 =Normalement droite
1 = Pas tout a fait droite : posture légérement fléchie : cette attitude peut étre normale pour une personne plus agée
2 = Posture modérément fléchie, nettement anormale : peut étre 1égérement penché d’un coté
3 =Posture séverement fléchie avec cyphose : peut étre modérément penchée d’un coté
4 = Flexion marquée avec posture anormale
12 Démarche

0 = Normale

1 = Marche lentement, peut trainer les pieds et faire des petits pas, mais sans festination ni propulsion

2 = Marche avec difficultés, mais nécessite peu ou pas d’aide : peut avoir un peu de festination ou des petits pas ou une
proplusion

3 = Perturbations séveéres de la marche, nécessitant une aide

4 = Ne peut pas marche du tout, méme avec aide

13 Stabilité posturale (réponse a un déplacement postérieur soudain produit par une poussée sur les épaules alors que le patient est debout,
les yeux ouverts et les pieds légerement écartés)

0 =Normal

1 = Rétropulsion mais rétablit I’équilibre sans aide

2 = Absence de réponse posturale : peut tomber s’il n’est pas retenu par 1’examinateur
3 =Tres instable, tend a perdre 1’équilibre spontanément

4 = Incapable de se tenir sans aide

14 Bradykinésie corporelle et hypokinésie (combinant la lenteur, I’hésitation, la diminution du ballant des bras, ’amplitude faible et la
pauvreté des mouvements en général)

0 = Aucune

1 = Lenteur minime, donnant aux mouvements un caractere délibéré, pourrait étre normal pour certaines personnes. Possibilité
d’une réduction d’amplitude

2 = Degré léger de lenteur et de pauvreté du mouvement qui est nettement anormal. De plus, une certaine réduction
d’amplitude.

3 = Lenteur modérée, pauvreté et petite amplitude du mouvement

4 = Lenteur marquée, pauvreté et petite amplitude du mouvement



ECHELLE MOTRICE UDPRS

ON OFF
1 - Parole
2 - Mimique
MSD
MSG
3 - Tremblement de repos Face
MID
MIG
4 - Tremblement de posture MSD
MSG
MSD
MSG
5 - Rigidité Cou
MID
MIG
6 - Doigts D
G
7 - Mains D
G
8 - Marionnettes G
D
9 - Pieds D
G
10 - Lever
11 - Posture
12 - Marche
13 - Stabilité
14 - Akinésie
TOTAL

Dose de L-DOPA:

Délai par rapport a la derniére prise de L-DOPA:




STADES DE HOEHN ET YAHR

Stade 0: Pas de signe de la maladie.
Stade 1 : Atteinte unilatérale avec handicap fonctionnel minime ou nul.
Stade 1.5 : Maladie unilatérale, plus atteinte axiale.

Stade 2 : Atteinte bilatérale ou axiale, sans altération de I'équilibre.
Stade 2.5 : Atteinte bilatérale 1égére a modérée ; une certaine instabilité posturale.
Physiquement autonome.

Stade 3 : Atteinte bilatérale modérée ; apparition d'une altération de I'équilibre, mise en évidence
lorsque le malade change de direction ou lorsqu'on le pousse alors qu'il se tient debout, pieds
joints et yeux fermés. A ce stade, il présente une certaine géne fonctionnelle dans ses

activités mais peut poursuivre son travail, selon son emploi.

Stade 4 : Développement complet de la maladie qui entraine une incapacité sévere. Le malade peut
encore se tenir debout et marcher sans aide mais avec de grandes difficultés.

Stade 5: Sans assistance, le malade ne peut se déplacer qu'en chaise roulante ou est alité.
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Etude clinique et génétique de la maladie de Parkinson dans
la population Tunisienne

Sawssan Ben Romdhan

Résumé : La Tunisie a vu une grande variété d'envahisseurs et de migrants
allant de la population berbere autochtone aux Arabes et Européens. Cette
région est caractérisée par les grands pedigrees, les faibles taux de
migration et les taux ¢élevés de consanguinité qui augmentent le risque des
maladies autosomiques récessives y compris les maladies neuro-
degénératives. Dans notre pays, la prévalence de la maladie de Parkinson
(MP) augmente jusqu’a 43/100000 personnes et devient un probleme de
sant¢ majeur. La MP est une maladie neuro-dégénérative dont la forme
idiopathique débute en moyenne vers 60 ans. Au cours des 20 dernieres
années, plusieurs genes ont ¢ét¢ identifiés chez des patients qui ont
développé leurs premiers symptomes avant 1’age de 40 ans. Notre étude a
montré que la structure génétique de la MP en Tunisie est distincte des
autres populations, puisque plus de 50% des cas avaient une origine
génétique. La fréquence des formes monogéniques chez les patients avec
un age de début tardif de la MP était relativement élevée et similaire a celle
des patients avec un age de début précoce. Ces formes ¢étaient
essentiellement dues a la mutation LRRK2-p.G2019S (identifiée chez
42.8% des cas) qu’on a pu confirmer qu’elle est une mutation fondatrice
apparue chez un seul ancétre commun d’origine berbére. Sur le plan
clinique, nous avons montré que les patients porteurs de la mutation
LRRK2-p.G2019S avaient un age de début de la MP plus précoce mais avec
un phénotype plus bénin que celui des formes idiopathiques. Une deuxiéme
mutation fondatrice d’origine berbére (p.Q456*) a été identifiée sur le geéne
PINKI. La fréquence ¢élevée inhabituelle des mutations sur ce géne peut
étre limitée a la population tunisienne berbére. Nos résultats ont aussi
confirmé que les mutations sur le géne PARK? et sur le géne GBA ne
constituent pas un facteur de risque fréquent de la MP en Tunisie. En plus
de ces mutations sur les geénes connus, nous avons identifi¢ 4 nouveaux
genes candidats dans la MP. Cette structure génétique particuliere de la MP
en Tunisie pourrait étre principalement le résultat de l'origine historique
berbere de notre population Tunisienne.

Mots clés: La maladie de Parkinson, structure génétique, caractérisation
clinique.



	II. Manifestations cliniques
	1
	2
	II.1. L’âge de début de la maladie
	II.2. Les signes cliniques moteurs  [18, 19]

	II.2.1. Akinésie
	II.2.2. Tremblement de repos
	II.2.3. Rigidité
	II.2.4. Instabilité posturale
	II.2.5.  Freezing
	II.3. Les signes cliniques non-moteurs [24–26]

	II.3.1. Les troubles neurovégétatifs ou dysautonomie
	II.3.1.1. Hypotension artérielle orthostatique
	II.3.1.2. Troubles gastro-intestinaux
	II.3.1.3. Les troubles vésico-sphinctériens
	II.3.1.4. Autres troubles neurovégétatifs

	II.3.2. Les troubles sexuels
	II.3.3. Les troubles du sommeil
	II.3.4. Troubles cognitifs et démences
	II.3.5. Troubles sensitifs et douleur
	II.3.5.1. Déficits olfactifs
	II.3.5.2. Les troubles visuels
	II.3.5.3. Douleur et troubles somato-sensoriels

	II.3.6. Les troubles psychiatriques
	II.3.6.1. La dépression
	II.3.6.2. L’anxiété
	III.1. Critères de diagnostic
	III.2. Échelles et questionnaires d'évaluation

	III.2.1. Evaluation de la sévérité de la maladie
	III.2.1.1. Unified Parkinson's Disease Rating Scale (UPDRS)
	III.2.1.2. Stade de Hoehn et Yahr
	III.2.1.3. Echelle de Schwab et England
	III.2.1.4. Les mouvements anormaux : Echelle AIMS

	III.2.2. Evaluation des troubles cognitifs
	III.2.2.1. Mini Mental State Evaluation: MMSE
	III.2.2.2. Montreal Cognitive Assessment : MoCA
	III.2.2.3. Batterie Rapide d’Efficience Frontale : BREF

	III.2.3. Evaluation des troubles neuropsychiatriques
	III.2.3.1. La Geriatric Depression Scale (GDS)
	III.2.3.2. Beck Depression Inventory

	III.2.4. Evaluation de la qualité de vie
	III.2.4.1. Short Form Health Survey: SF-36
	III.2.4.2. Échelles PDQ 39 et PDQ 8
	IV.1. Les ganglions de la base ou les noyaux gris centraux (NGC)

	IV.1.1. Organisation anatomique
	IV.1.2. Morphologie neuronale et neurobiochimie
	IV.1.2.1. Les neurones du striatum
	IV.1.2.2. Neurones du pallidum et du locus niger
	IV.1.2.3. Les neurones des noyaux sub-thalamiques

	IV.1.3. Rôles des ganglions de la base
	IV.1.4. Organisation fonctionnelle des ganglions de la base
	IV.2. Circuits neuronaux touchés par la maladie de Parkinson
	V.1. Dégénérescence neuronale

	V.1.1. Dégénérescences des neurones dopaminergiques
	V.1.2. Dégénérescences des neurones non dopaminergiques
	V.1.3. Les corps de Lewy
	VI.1. Les facteurs de risque environnementaux [111, 112]

	VI.1.1. Les agents toxiques
	VI.1.2. Traumatismes crâniens
	VI.1.3. Les facteurs protecteurs
	VI.2. Les facteurs génétiques

	VI.2.1. Les gènes autosomiques dominants
	VI.2.1.1. Le gène Synuclein Alpha : SNCA (PARK1 et PARK4)
	VI.2.1.2. Le gène leucine rich repeat kinase 2:  LRRK2 (PARK8)
	VI.2.1.3. Le gène vacuolar protein sorting 35: VPS35 (PARK17)
	VI.2.1.4. Acid beta-glucocerebrosidase : GBA
	VI.2.1.5. Autres gènes peu ou non répliqués

	VI.2.2. Les gènes autosomiques récessifs
	VI.2.2.1. Le gène Parkin (PARK2)
	VI.2.2.2. PTEN-Induced Putative Kinase 1: PINK1 (PARK6)
	VI.2.2.3. Le gène Oncogène DJ1 (PARK7)
	VI.2.2.4. Autres gènes rares
	VIII.1. Dopa thérapie et agonistes dopaminergiques
	VIII.2.  Anti cholinergiques
	VIII.3. Stimulation cérébrale profonde
	I.1. Préhistoire de la Tunisie [266]
	I.2. La Tunisie d’aujourd’hui
	II.1. Les différents haplogroupes du chromosome Y

	II.1.1. L’arbre phylogénétique du chromosome Y
	II.2. Distribution à travers le monde des  Y-haplogroupes
	II.3. Structure génétique de la population Tunisienne révélée par les lignées paternelles
	I.1. Recrutement et collecte des données
	I.2. Données épidémiologiques
	I.3. Données cliniques

	I.3.1. Age de début
	I.3.2. Scores cliniques
	I.3.2.1. Score UPDRS III
	I.3.2.2. Hoehn and Yahr scale
	I.3.2.3. MMSE
	I.3.2.4. Beck Depression Inventory

	I.3.3. Traitement
	I.3.4. Symptômes non moteurs
	I.3.5. Classification des patients en fonction de la forme clinique
	II.1. Stratégie générale d’étude
	II.2. Extraction de l’ADN génomique total à partir du sang
	II.3. Criblage de la mutation LRRK2-p.G2019S par Taqman
	II.4. Double capture de Target Sequencing et Next Generation Sequencing
	II.5. Exome sequencing
	II.6. Analyse bio-informatique

	II.6.1. Alignement des séquences et détection des variations
	II.6.2. Filtrations et sélection des variations
	II.6.3. Analyse de la couverture et des CNVs
	II.6.4. Analyse in-slico de la pathogénicité des variations
	II.6.5. Analyse de l’effet des variations sur la structure de la protéine
	II.7. Validation des CNV par MLPA
	II.8. Séquençage de Sanger

	II.8.1. Amplification par réaction de polymérisation en chaîne (PCR)
	II.8.2. Préparation des produits de PCR pour le séquençage
	II.8.3. Réaction de séquençage
	II.8.4. Amplification du gène GBA
	II.9. Etudes des effetsfondateurs

	II.9.1. Haplotype porteur de la mutation LRRK2-p.G2019S
	II.9.2. Haplotype porteur de la mutation PINK1-p. Q456*
	II.9.3. Génotypage des marqueurs microsatellites:
	II.10. Origine ethnique des mutations fondatrices
	II.11. Analyse des facteurs influençant la l’age début de la MP chez les porteurs  de la mutation p.G2019S

	II.11.1. Etude de la variation rs2421947 du gène DNM3
	II.11.2. Recherche d’autres variations sur le gène LRRK2
	II.11.3. Extraction d’ARN
	II.11.4. Traitement DNase I de l’ARN totaux
	II.11.5. Inverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)
	II.12. PCR Long-range
	II.13. PCR en temps réel

	II.13.1. Réactifs et réaction
	II.13.2. Optimisation des conditions de la qPCR
	II.13.3. Calcul de la quantité relative de l’ADN mitochondrial
	II.14. Analyse statistique
	IV.1. Comparaison des caractéristiques cliniques entre les porteurs et les non-porteursde la mutation p.G2019S
	IV.2. Comparaison des caractéristiques cliniques entre les porteurs mâles et femelles de la mutation p.G2019S
	IV.3. Comparaison des caractéristiques cliniques entre les porteurs de la mutation p.G2019S à l’état homozygote et hétérozygote
	V.1. Effet de la variation DNM3 rs2421947sur l’âge de début
	V.2. Recherche d’autres variations sur le gène  LRRK2

	V.2.1. Étude de la variation p. S1647T : c.4939T>A
	V.2.2. Étude de la variation p.L953L : c.2857T>C
	V.2.3. Analyse de l’effet de la variation p.L953L sur l’expression du gène  LRRK2
	II.1. Patient PD-TN-38-12
	II.2. Patient PD-TU-60

	IV.1.1. Les mutations identifiées sur le gène PINK1
	IV.2. Analyse de l’effet fondateur de la mutation p.Q456*
	II.1. Le gène MAN2B2 : p.Arg195*
	II.2. Le gène ATAD3A : p.Ala264Ser
	II.3. Le gène IDE : p.Arg722Trp
	II.4. Le gène BRE : p.Ser11Cys
	III.1. Le gène ATXN3
	III.2. Le gène HTRA2 : p.Pro239Leu
	III.3. Le gène MAPT : p.Arg222Ser et p.Pro512His

	الاستاذ شكري المهيري
	Etude clinique et génétique de la maladie de Parkinson dans la population Tunisienne
	Sawssan Ben Romdhan



