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RESUME

La déficience intellectuelle est un trouble du neurodéveloppement affectant 1 a 2 % de
la population et la premiere raison de consultation génétique. Les causes génétiques de la DI
sont variées, elles peuvent concerner des anomalies de nombre ou de structure des
chromosomes, des variations du nombre de copies ou des anomalies ponctuelles dans un seul
géne conduisant & une perte partielle ou totale de la fonction de la protéine (Ex : syndrome
DYRK1A, syndrome de Renpenning). A I’heure actuelle, environ 1500 génes ont pu étre
associes a des formes monogéniques de DI. Ces dernieres années I’avénement du séquencage
d’exome a visée diagnostique a permis d’ameliorer de fagon tres importante I’identification de
variants pathogenes chez les individus avec DI et d’augmenter le taux de diagnostic
moléculaire. L’obtention d’un diagnostic étiologique précis et précoce est primordial pour les
familles afin d’étre en mesure de proposer une prise en charge adaptée de la DI chez le jeune
enfant et éventuellement une approche thérapeutique s’il en existe. Cependant, deux
problématiques majeures subsistent. La premiere concerne I’interprétation des nombreux
variants identifiés. En effet, pour un certain nombre de variants, le faisceau d’arguments n’est
pas suffisant pour conclure. Le variant est classé en tant que Variant de Signification Inconnue
(VSI) et les familles concernées restent en errance diagnostique tant que ces variants ne sont
pas reclassés. Pour améliorer la prise en charge des jeunes patients et envisager des approches
thérapeutiques, il est donc primordial de mieux caractériser les consequences de ces mutations
lors du développement du cerveau. Les résultats obtenus ont permis de reclasser la plupart des
variants identifiés dans ces genes et de rendre un diagnostic aux familles concernées. Nous
avons ainsi developpé des approches robustes pour tester I’effet de n’importe quel variant qui
sera identifié dans le futur dans ces génes. La seconde difficulté découle du nombre de génes
impliqués, car chaque forme monogénique de DI représente une maladie ultra-rare, dont pour
la plupart les mécanismes physiopathologiques ainsi que les voies cellulaires impliquées sont
généralement mal connus. J’ai donc en parallele investigué les conséquences moléculaires et
cellulaires de I’inactivation de DYRK1A et PQBP1 dans un modéle de progéniteurs neuronaux
humains. J’ai ainsi pu identifier différents interacteurs de ces protéines ainsi que les génes
différentiellement exprimés suite a leur inactivation. La description de ces processus est un
élément clef dans la compréhension des mécanismes physiopathologiques de ces troubles

neurodéveloppementaux.
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INTRODUCTION







Génétigue de la Déficience intellectuelle et
des maladies neurodéveloppementales

1) Définition des troubles neurodéveloppementaux et de la

déficience Intellectuelle

Les troubles neurodéveloppementaux (TND) sont la manifestation clinique de
conséquences d’anomalies survenues pendant le développement du cerveau. Au sein des TND
on retrouve plusieurs troubles tels que : la Déficience Intellectuelle (DI) (appelée « retard
mental » jusqu’en 2016 (Chiurazzi et al. ,2016)), les troubles du Spectre Autistique (TSA), les
Troubles du Déficit de I’ Attention avec ou sans Hyperactivité (TDAH), la Schizophrénie ainsi
que les troubles bipolaires (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders — 5éme
édition 2013). La DI est la premiére raison de consultation génétique, on estime sa fréquence
en France entre 1 et 2 % de la population. On remarquera une prévalence plus élevée chez les
garcons que chez les filles avec un sexe ratio entre 1,3 et 1,9 selon les études (Leonard et al.,
2002 ; Maulik et al.,2011 ; Buntinx et al., 2016). Plusieurs définitions provenant de différents
organismes notamment I’American psychiatric association, I’American Association on
Intellectual and Developmental Disabilities et I’Organisation Mondiale de la Santé sont
proposeées.

De maniére globale, la DI se manifeste avant I’age de 18 ans, généralement dés la petite
enfance et est caractérisée par des limitations des capacités intellectuelles avec un QI (Quotient
Intellectuel) inférieur a 70 ainsi qu’une limitation des comportements adaptatifs. L’évaluation
des capacités intellectuelles peut étre réalisée par le biais d’un QI standardisé et I’échelle de
Wechsler (Burns et al., 2015) est le test le plus couramment utilisé. Cette échelle comprend 4
indexes évaluant : la compréhension verbale, le raisonnement perceptif, la mémoire de travail
et la vitesse de traitement de I’information. On attribue au QI moyen de la population générale
une valeur de 100 et le seuil limite de 70 correspond a une distance de deux écarts type ou plus
du QI moyen. La valeur de QI permet également d’évaluer le degré de sévérité de DI qui est :
Iégere dans 85% des cas (QI entre 50 et 70) ; modérée dans 10% des cas (QI entre 35 et 50) ;
sévere (Ql entre 20 et 35) dans 4% des cas ou profonde dans moins de 2% des cas (QI inférieur
a 20) (Figure 1).
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Au-dela de I’évaluation du QI, une évaluation des comportements adaptatifs est nécessaire
pour préciser la DI. Cette évaluation est testée le plus souvent par I’échelle de la Vineland
(Vineland Adaptative Behavior Scales) (Sparrow et al.,2005) qui permet de mesurer le
fonctionnement adaptatif dans 4 differents domaines : les capacités de communication, les
capacités de socialisation, les aptitudes du patient dans la vie de tous les jours et enfin la
motricité. Malgré la standardisation de I’évaluation de la DI, ces tests sont peu réalisés en raison
du temps requis a leur mise en place mais également de la necessité de personnel accrédité

(neuropsychologue).

Déficience Intellectuelle = 1,5%

34,1% 34,1%

Sévere
Modeérée
Légere

0,06% 0,15% 1,27% 13,6% 13,6%

-2 -1 0 1 2

'
w

Déviation Standard

Score de QI 0 20 35 50 65 70 85 100 115 130

Figure : 1 Distribution du score de QI dans la population générale

2) Etiologies

Les étiologies de la DI sont hétérogénes et variées mais restent d’origine génétique ou
environnementale. En 2016, I’INSERM a estimé a 45% la fréquence des DI génétiques
diagnostiquées, 18% la frequence des DI liées a I’environnement incluant causes pré-natales et
embryo-feetopathies et a 37% la fréquence des DI idiopathiques (Expertise collective
« Déficiences Intellectuelles » INSERM 2016). (Figure 2)
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1. Causes environnementales

La prévalence des DI liées a des causes environnementales reste aujourd’hui difficile a
estimer. En effet, les facteurs environnementaux peuvent avoir des pénétrances variables, étre
difficiles a associer, ou étre simplement non décrits & I’heure actuelle. Parmi ces facteurs on
distingue 3 grands groupes :

- Les causes infectieuses : certains virus comme le CMV (cytomégalovirus) ou parasites
comme I’agent de la toxoplasmose (toxoplasma gondii) peuvent avoir un effet
cytopathogene durant I’embryogéneése et de ce fait entraver le bon développement du
cerveau.

- Les causes toxiques : elles sont reliées a I’exposition a un agent chimique toxique durant
la période pré ou post-natale et de trés nombreuses substances ont aujourd’hui été
décrites (tabac, arsenic, mercure, amphétamines, médicaments, ...). La cause toxique la
plus fréquente reste I’alcool qui altére le développement de tous les organes (notamment
le cerveau) et entraine le syndrome d’alcoolisation feetal.

- Les traumas: des chocs physiques directs (traumatismes craniens, complications
pendant la naissance, ...) ou physiologiques (hypoxie, anévrismes, malnutrition, ...)

peuvent entrainer des lésions directes du cerveau.

A

B Environnemental
E Génétigque

Oldiopathique

Figure 2 : Répartition des étiologies de la DI, d’aprés les chiffres de « Expertise collective
Déficiences Intellectuelles » (Buntinx et al., 2016).
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2. Causes génétiques

Les causes génetiques de DI sont hétérogenes et peuvent aller de larges événements
chromosomiques a de simples substitutions. Presque tous les modes de transmission peuvent

étre observés : autosomal dominant (généralement de novo), autosomal récessif et lié a I’X.

a. Anomalies chromosomiques

Les anomalies chromosomiques sont les causes les plus fréquentes et représentent plus de
20% des DI génétiques (Buntinx et al., 2016). Parmi les anomalies chromosomiques on
retrouve les aneuploidies (addition ou perte totale d’un ou plusieurs chromosomes) mais
également les évenements de grandes anomalies structurales telles que les translocations,
duplications délétions ou inversions de taille supérieure a 5Mb. Les anomalies chromosomiques
furent les premieres causes génétiques associées a la DI avec notamment le syndrome de Down
(trisomie 21), mis en évidence grace a des analyses de caryotypes par Marthe Gauthier et
Jérdme Lejeune (Lejeune et al.,1959). Le SD reste aujourd’hui la cause de DI génétique la plus
fréquente (Ropers et al., 2010) avec une fréquence avoisinant 1 sur 800 naissances. Les

anomalies structurales sont plus rares et le plus souvent de novo.

b. Anomalies du nombre de copies (CNV)

Les CNV (Copy Number Variants) regroupent des anomalies structurales de tailles
moyennes (quelques centaines de kb a 5Mb) comprenant délétions, insertions et duplications.
Leur mise en evidence se fait la plupart du temps par Analyse Chromosomique par Puce a ADN
de type « CGH » ou « SNP array » (ACPA). Les CNV représentent 10 a 15% des causes de DI
génétiques (données du réseau francais pour le diagnostic de la DI). Certains CNV sont
récurrents, présentant des points de cassure similaires et entrainant la duplication ou délétion
d’un méme groupe de genes. L’hypothése la plus probable pouvant expliquer la récurrence de
certains CNV concerne la présence de régions de forte homologie bordant le CNV, entrainant
de ce fait des recombinaisons illégitimes (Pober et al., 2010). Par exemple, la délétion 7q11.13
conduits & une hétérozygotie pour environ 27 génes dont celui de I’élastine (ELN) et est associée
au syndrome de Williams Beuren, un syndrome rare associant DI et cardiopathie congénitale
ainsi qu’un faciés typique et un comportement hypersocial caractéristique. L’élastine est une
protéine fibreuse secrétée dans la matrice extracellulaire et sa présence a I’état hétérozygote
dans le syndrome de William-Beuren est associée entre autres aux atteintes cardiovasculaires.

D’autres genes présents dans la délétion sont suspectés de participer aux phénotypes cognitifs
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comme les génes GTF21, LIMK1, CYLN2 et GTD2IRD1. Certains CNV peuvent affecter
plusieurs genes parmi lesquels un seul peut conduire a une DI quand il est muté, comme c’est
le cas pour 3 individus rapportés dans ce travail présentant une delétion de plusieurs géenes sur
le chromosome 21, dont DYRK1A (ind#1, ind#2 et ind #40 ; Courraud et al., 2021). Dans ce
cas, le spectre phénotypique est en grande partie expliqué par la perte d’une des deux copies du
gene DYRK1A mais il reste difficile de conclure quant aux conséquences issues de la perte des

genes presents dans ces régions comme KCNJ2.

c. Formes monogéniques

Contrairement aux anomalies chromosomiques et aux CNV, les formes monogéniques
concernent des variations affectant un seul gene, qu’elles soient de taille moyenne (plusieurs
dizaines de kb voire Mb), qu’il s’agisse de mutations ponctuelles (SNV : Single Nucleotide
Variant) qui ne concernent qu’un unique nucléotide, ou de petites insertions ou délétions de
plusieurs nucléotides (indels). Les formes monogeniques peuvent étre classees selon leur mode
de transmission : dominant, récessif ou lié a I’X. Les premiéres formes monogéniques de DI
furent identifiées dans de grandes familles comportant plusieurs individus atteints et concernent
des syndromes facilement reconnaissables. L’avenement des NGS (Sequencage de Nouvelle
Genération) a permis une accélération de I’identification des génes impliqués dans des formes
monogéniques de DI quel que soit leur mode de transmission (Figure 3). A I’heure actuelle,
1500 geénes ont pu étre associé a une forme monogénique de DI (base de données SysID,
Kochinke et al., 2016).
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Figure 3 : Identification de génes impliqués dans des formes monogéniques de DI en
fonction de leur mode de transmission (Visser et al., 2015).

3) Identification des génes impliqués dans la DI
1. LaDlliéeal’x

Le chromosome X comporte plus de 900 génes codants et représente environ 5% de la
totalité du génome humain mais aujourd’hui 127 génes ont pu étre validés comme associés a
de la DI (Kochinke et al., 2016) représentant ainsi 10% des genes totaux de DI. De plus, 55
génes supplémentaires situés sur le chromosome X sont aujourd’hui considérés comme génes
candidats c’est-a-dire, potentiellement impliqués. Cet enrichissement fait partie des hypothéses
expliquant en partie le biais de sexe observé pour la DI, avec un exces de pres de 40% d”’hommes
rapporté. Ce mode de transmission fut mis en évidence dans les années 1940 grace a la
description de grandes familles avec un grand nombre d’hommes atteints. Par exemple, les
premiéres descriptions de patients atteints du syndrome de I’X fragile (FXS) furent décrites en
1943 par Martin et Bell qui rapportent une dysmorphie faciale associée a un « retard mental a

transmission familiale ». Ce n’est qu’en 1991 que le mécanisme d’inactivation de FMR1 par
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expansion de triplets CGG dans sa région promotrice conduisant a son inactivation
transcriptionnelle sera mis en évidence (Oberlé et al., 1991). Le syndrome FXS est la forme la
plus fréquente de DI heéritée et sa fréquence est estimée a 1 sur 5000 pour les garcons et 1 sur
8000 pour les filles. D’autres genes ont pu étre identifiés par analyse de liaison dans de grandes
familles avec seulement des garcons atteints, tels que le géne RPS6KA3 (Trivier et al., 1996)
responsable du syndrome de Coffin-Lowry, ou PQBP1 responsable du syndrome de
Renpenning (Kalscheueur et al., 2003). Le phénotype présenté par les femmes porteuses
hétérozygotes de variations pathogénes dans un gene du X peut varier de I’absence de
phénotype a la présence d’une DI (Exemple : syndrome de I’X fragile) en passant par des
phénotypes plus Iégers comme des troubles d’apprentissage. Pour certains génes, on retrouvera
chez les méres porteuses un biais d’inactivation du X en faveur du X non porteur de la variation,
comme par exemple pour le gene UPF3B (Tarpey et al.,2007) alors que pour d’autres il n’existe
pas de corrélation entre les phénotypes des femmes porteuses et le profil d’inactivation du X
dans le sang.

Enfin, il existe également des DI liées a I’X a caractere dominant comme le syndrome de
Rett, syndrome touchant majoritairement les filles. Le syndrome de Rett est cause par des
variations perte de fonction le plus souvent de novo dans le gene MECP2, un géne codant pour
une protéine de méthylation de I’ADN jouant un réle dans la régulation transcriptionnelle (Lyst
and Bird, 2015). Un autre exemple de forme féminine de DI liée a I’X impliquant des variations
de novo est le géne DDX3X, récemment identifié lors d’analyse d’exome entier en trio (Snijders
Blok et al., 2015), et maintenant connu pour étre la forme la plus fréquente de DI chez les filles.
Enfin, on sait par exemple que des variations perte de fonction dans le gene PDCH19 codant
pour une protocadhérine, conduisent a une forme d’encéphalopathie épileptique ne touchant
que les femmes (Dibbens et al.,2008). De maniere intéressante, les hommes porteurs de
variations perte de fonction dans ce gene restent asymptomatiques mais un homme porteur
d’une variation mosaique fut finalement identifié (Depienne et al., 2009). Ces observations ont
conduit a la caractérisation du mécanisme physiopathologique « d’interférence cellulaire »
associe a ces variations, dans lequel I’interaction d’une protéine mutante avec une protéine

sauvage conduit a un défaut du tissu et donc, a la pathologie.

2. Formes autosomiques dominantes

Les genes de DI a transmission autosomique dominante représentent environ 35% des genes

de DI totaux (Kochinke et al., 2016) et contribuent beaucoup plus largement a la DI dans les

25



populations non consanguines (entre 70 et 80% ; données du laboratoire diagnostic génétique
de Strasbourg). Dans le cadre de la DI, les variations a I’origine de formes autosomiques
dominantes sont le plus souvent de novo en raison de la faible probabilité d’une transmission
d’un parent atteint a son enfant, surtout dans le cas des formes de DI séveres. Les éetudes de
liaison génétique n’étant pas possibles pour identifier les génes impliqués dans ces formes
sporadiques de DI, la plupart des génes identifiés avant le développement du séquencage haut-
débit avaient été retrouvés dans des délétions ou des points de cassures de translocation. C’est
le cas par exemple du gene TCF4, pour lequel des délétions avaient été rapportées chez des
patients atteints du syndrome de Pitt-Hopkins (Amiel et al.,2007, Zweier et al., 2007), et pour
lequel un séquencage sanger des régions codantes chez d’autres patients avec phénotype
similaire a permis d’identifier plusieurs mutations ponctuelles de novo, confirmant
définitivement I’implication du gene TCF4 dans le syndrome de Pitt-Hopkins (Amiel et al.,
2007).

Les mutations du gene DYRK1A ont été identifiées de la méme maniére (Courcet et al.,
2012). Par la suite, des etudes de sequencage Sanger de genes candidats a grande échelle ont
permis d’identifier d’autres genes comme le gene SYNGAP1 (Hamdan et al., 2011). En 2010,
I’utilisation du séquencage d’exome en trio a permis de souligner I’importance de la part des
formes autosomiques dominantes avec variations de novo dans les cas isolés de DI et
d’identifier plusieurs nouveaux genes candidats (Vissers et al., 2010). Des études de séquencage
d’exomes en trio ont par la suite éte réalisées sur des cohortes plus larges et ont conduit a
I’identification d’un grand nombre de genes (De Ligt etal., 2012 ; Rauch et al., 2012 ; Chiurazzi
etal., 2016).

3. Formes autosomiques récessives

Les DI génétiques a transmission autosomique récessive représentent une part plus
minoritaire des DI génétiques, surtout dans des populations non-consanguines. La majeure
partie de ces DI concernent des troubles métaboliques causés par I’absence d’une enzyme a
I’état fonctionnel et on observera généralement des atteintes multi-systémiques. La
phénylcétonurie, causée par des variations dans le gene PAH (Woo et al., 1983) qui code pour
une phénylalanine hydroxylase, reste a ce jour la plus connue, dépistée de fagon systématique
a la naissance. On peut souligner que comme pour toutes les maladies suivant ce mode de
transmission, les formes autosomiques récessives de DI présentent une prévalence plus
importante dans des sous populations consanguines. Ainsi, si I’on reprend I’exemple de la
phénylcétonurie, sa fréquence est d’environ 1 sur 10 000 naissances en Europe contre 1 sur
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4000 dans les populations turques (Tadmouri et al., 2009). D’autres génes impliqués dans des
formes non métaboliques de DI ont été mis en évidence principalement dans des familles
consanguines, par cartographie d’homozygotie ou séquencage d’exome (Najmabadi et al.,
2011 ; Hu et al., 2019) comme le géne THOCG6 (Beaulieu et al., 2013) ou le géne MED23
(Hashimoto et al., 2011).

4) Diagnostic moléculaire de la DI et identification des variants

Avant le déploiement du NGS dans le cadre du diagnostic de la déficience intellectuelle, la
recherche des causes génétiques constituait principalement a rechercher un syndrome de I’X
fragile, une anomalie chromosomique (au départ par une analyse de caryotype, remplacé par la
suite par une ACPA) ou un CNV (ACPA). En cas d’orientation diagnostique fondée sur des
criteres cliniques, une analyse de la région chromosomique pouvait étre réalisée par FISH
(Fluorescence In Situ Hybridization), ou un séquencage Sanger des régions codantes du gene
suspecté d’étre impliqué.

Aujourd’hui, la technologie de séquencage haut debit est largement utilisée pour le
diagnostic des DI génétiques et a permis de faire fortement progresser le taux de diagnostic
génétique. Le TS (Sequencage ciblé) permet d’investiguer un panel de génes de DI pour un
rendement diagnostic d’environ 25% (Redin et al., 2014). Le WES (séquengage d’exome en
trio) conduit lui a un taux diagnostic d’environ 30% et est actuellement la méthode la plus
utilisée par les laboratoires de diagnostic a travers I’Europe (De Ligt et al., 2012 ; Rauch et al.,
2012). Enfin, le WGS (séquengage de génome complet) est indéniablement I’approche la plus
compléte mais est resté jusqu’a récemment peu utilisé en diagnostic clinique en raison de son
colt, du volume de données a stocker mais aussi des difficultés a interpréter les variants dans
les régions non codantes. Le WGS conduit a I’identification de variants causaux dans environ
40% des cas (Glissen et al., 2014). Le WGS est maintenant déployé en France pour la DI dans
le cadre du Plan France Médecine Génomique (projet pilote DEFIDIAG, préindication qui

s’ouvre sur les plateformes).

5) Interprétation des variants identifiés

L’utilisation en routine des technologies de NGS dans les laboratoires de diagnostic
génétique aboutissant a I’identification d’un grand nombre de variants, des étapes de filtration
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puis d’analyse des variants ont été mises en place et des recommandations ont été proposées

pour leur interprétation

1. Filtration des variants

L’identification d’un variant causal nécessite d’une part I’application de critéeres permettant
de réduire le nombre de variations initialement identifiees par la technologie NGS et, d’autre
part, de les trier en fonction de leur pertinence diagnostique. Malgré I’absence d’un consensus
officiel concernant les moyens ou seuils utilisés pour le tri et I’analyse des variants, les criteres
utilisés par les différents laboratoires diagnostiques gravitent autour des mémes principes.
Parmi eux on comptera I’utilisation de grandes bases de données de séquencage. Ces bases
permettent de faciliter la classification et I’interprétation des variations en renseignant sur la
fréguence du variant d’intérét au sein d’un échantillon de la population générale. La plus utilisée
reste la base gnomAD (Karczewski et al., 2019) qui compile a I’heure actuelle environ 125 000
données d’exome et 15 000 de génomes, realises sur individus non apparentés et ne comportant
pas de TND severes. D’autres bases de données permettent egalement de référencer les
anomalies génétiques retrouvées chez les patients avec dans certains cas les traits phénotypiques
majeurs associés (DECIPHER, ClinVar, de novo-db). Lorsque les circonstances le permettent
et en fonction du mode de transmission suspecté, la segrégation du variant peut également étre
étudiée. L’ étude de ségrégation peut étre réalisée en amont de I’analyse NGS (analyse en trio)
afin de réduire considérablement la quantité de variants traités ou a posteriori par séquencage
Sanger, pour valider I’absence ou la présence du variant chez d’autres individus sains ou atteints
de la méme famille. Enfin, plusieurs paramétres techniques concernant la qualité du séquencage
comme la profondeur et la couverture du séquencgage sont un pré requis a la bonne évaluation

des variants.

2. Logiciels de prédiction

Le développement d’outils informatiques et notamment de logiciels de prédictions est
également devenu un élément incontournable dans I’interprétation des variations. Ces outils
permettent de prédire dans une certaine mesure I’impact d’un variant a différents niveaux que
ce soit par exemple sur I’épissage (SpliceSiteFinder) ou au niveau de la protéine (SIFT,
Polyphen2, CADD). Le CADD (Combined Annotation Dependent Depletion) est a I’heure
actuelle le score de prédiction le plus utilisé pour évaluer I’effet délétere des variants car il

combine I’information provenant de plusieurs programmes. La génération de ce score est basée
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sur un modeéle de machine learning considérant 60 annotations différentes (conservation,
encombrement, propriétés physico-chimiques, séquences nucléotidiques environnantes, etc)
entrainé sur un échantillon de pres de 9 millions de SNV (Kircher et al., 2014). Le score CADD
est compris entre 0 et 35 et permet d’évaluer la probabilité d’un effet délétére du variant. On
considerera généralement pour la plupart des génes : un effet délétere peu probable pour un
score CADD inférieur a 20 ; un effet délétere potentiel pour un score CADD entre 20 et 25 ;
un effet délétére tres probable pour un score CADD >25. Cependant, les seuils utilisés dans
I’interprétation des scores CADD peuvent varier selon les génes. Ainsi, on considére qu’un
score CADD supérieur & 20 concerne environ 1% des variants, un score supérieur a 25
représente environ 0,5% des variants et un score supérieur a 30 correspond a moins de 0,1%
des variants. Aujourd’hui, plusieurs autres outils ont pu étre développé dans différents

laboratoires.

3. Classification ACMG

La classification de I’ACMG (American College of Medical Genetic and Genomics) a éte
proposée en 2015 pour codifier ces différents arguments nécessaires a I’interprétation des
variants. Cette analyse est basée sur une liste d’arguments pondérés permettant de classer les
variants identifiés dans 5 classes differentes : Bénin (classe 1), probablement bénin (classe 2),
de signification inconnue (classe 3), probablement pathogene (classe 4) et pathogéne (classe 5)
(Richards etal., 2015 ; Amendolaet al., 2016). Les criteres utilisés pour cette classification sont
regroupés dans différentes catégories dont certaines ont été eévoquées précédemment (Figure
4):

- Les données épidémiologiques : elles renseignent sur la présence ou non du variant dans

la population générale

- Les données prédictives et structurales : elles renseignent sur I’impact potentiel du

variant sur I’expression, la fonction et I’intégrité de la protéine

- Les données cliniques : elles prennent en compte la redondance de symptomatologie du

patient avec celle d’autres patients diagnostiques.

- Laségrégation familiale : elle renseigne sur la présence ou non du variant chez d’autres

individus atteints ou sains dans la famille.

- Les données fonctionnelles : elles renseignent (lorsqu’elles existent) sur I’effet du

variant dans un systeme in vivo ou in vitro.
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Ce systeme de classement propose une certaine harmonisation dans I’interprétation des
variants mais certains éléments restent subjectifs ou libre d’interprétation. Ainsi, un méme
variant pourra parfois étre classé de maniére différente avec une classe d’écart en fonction du

laboratoire ayant réalisé I’analyse

Benign - Pathogenic -
Strong Supporting Supporting Moderate Strong Very Strong
i . Absent des Prévalence
Poel?::éar:::n Fréquence bases de plus forte chez
8 allélique forte donndes les individus
affectés
Données
Predictives Variant Nouveau Méme
ot denci variant ala changement Variant non-
Computation- sfiencieux Effet délétere méme position d'aa qu'un sens dans un
nelles Pac deffot prédis qu’un autre variant établi géne connu
as d'e . .
délétare prédis variant pathogéne
p pathogéne
Données Etudes Faux—?ens dans Hot-spot Et.udes
nctionnelles fonctionnelles un géne avec mutationnel dans un fonrctlonnelles
démontrant peu de faux- domaine fonctionnel démontrant
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De novo .
données parentales) | chez les parents)
Phénotype
Données Trouvées dans hautement
clinigues d'autres cas a cause spécifique
alternative d’'un géne

Figure 4 : Criteres de pathogeénicité des variants ACMG (Adapte de Richards et al., 2015).
Le tableau organise les différents critéres en fonction de leur significativité bénigne (coté
gauche) ou pathogene (coté droit).

6) Variants de Signification Inconnue

Lors de I’analyse, si le faisceau d’argument reste trop pauvre et empéche la discrimination

entre variant bénin et variant pathogéne, la variation est alors décrite comme Variant de

signification inconnue (VSI) ou variant de classe 3. Plusieurs parametres peuvent en effet

conduire a une classification VSI tels que : I’absence d’acces a la ségregation du variant, une
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clinique non évocatrice, une faible fréquence allélique, une incertitude ou discordance des
logiciels de prédictions quant a ses conséquences au niveau de I’ARNm (stabilité, épissage,
exon facultatif) ou de la protéine (site catalytique, repliement, stabilité, interaction avec les
partenaires), mais également la présence du variant dans un gene encore non decrit en
pathologie ou encore la pauvreté de la littérature actuelle concernant le géne en question. A
I’heure actuelle une partie importante des variants faux-sens, en particulier ceux jamais
rapportés, reste classée VSI. Les VSI sont devenus un enjeu majeur dans tous les domaines de
la génétique medicale, ils concernent plus de 10% des DI génétiques (données du réseau
frangais pour le diagnostic de la DI). Faute de tests fonctionnels, ils peuvent conduire & une
situation d’errance diagnostique et empécher une prise en charge efficace du patient. De ce fait,

il reste nécessaire de réanalyser régulierement les donnees face a des connaissances actualisées.

7) Modeéles d’études des VSI

Les tests fonctionnels peuvent permettre de confirmer ou d’infirmer la pathogénicité d’un
variant et I’objectif reste le plus souvent de démontrer la perte ou le gain de fonction entrainé
par le VSI. Les validations fonctionnelles sont généralement réalisées in vitro et leurs mises au

point dépend de la nature du variant ainsi que de son effet envisagé sur I’ARNm ou la protéine.

1. Tests biochimiques

Dans certains cas et notamment dans le cas des maladies métaboliques, il est possible de
réaliser un test biochimique sur un prélévement issus du patient. Par exemple, suite a
I’identification d’un faux-sens chez un garcon avec une déficience intellectuelle associée a des
traits autistiques dans le gene MAOA (situé sur le chromosome X et codant la monoamine
oxydase A, une enzyme impliquée dans le métabolisme des catécholamines), un exces de
substrats de cette enzyme a pu étre mise en évidence dans les urines du patient, confirmant ainsi

le caractére pathogene du variant faux-sens (Piton et al., 2014).

2. Analyses de cellules de patients

Dans le cas ou elles sont disponibles, la validation fonctionnelle peut étre réalisée sur des
cellules issues directement du patient, telles que des cultures primaires de fibroblastes ou des
cellules lymphoblastoides immortalisées a partir de leucocytes (LCL). Dans ce cas de figure il
est possible d’étudier les conséquences du variant sur I’ARNm ou sur la protéine endogéne. De
plus, les résultats obtenus prennent en compte les parameétres spécifiques de I’individu, comme

le fond génétique. Cependant, I’utilisation de ces cellules présente également un certain nombre
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d’inconvénients. Dans le cas des pathologies suivant un mode de transmission autosomique
dominant, la présence de I’alléle sauvage peut également rendre difficile I’interprétation des
résultats. Enfin, ces types cellulaires correspondent a des tissus faciles d’acces (sang, peau,
muscles) et peuvent ne pas étre représentatifs de I’organe concerné par la pathologie, comme le
cerveau pour la DI (régulation tissus spécifique, géne exprimé uniguement dans le cerveau ou

seulement pendant le développement embryonnaire, etc).

3. Analyse in vitro des protéines mutantes

Dans le cas ou les cellules issues du patient ne sont pas disponibles ou n’expriment pas la
protéine d’intérét, d’autres stratégies peuvent étre utilisées. De nombreuses lignées cellulaires
sont utilisées pour I’étude de I’effet de VSI (Exemple : HeLa, HEK293, SH-SY5Y, COS1,
N2A). Différentes stratégies peuvent étre mises en place dans le but d’exprimer la protéine
porteuse de la variation d’intérét, comme la surexpression via transfection d’un plasmide codant
pour la protéine en question, ou I’édition du génome permettant de générer des lignées porteuses
de variants étudiés. Selon la fonction de la protéine, plusieurs paramétres peuvent étre
investigués afin de comprendre I’effet du variant: le niveau d’expression et la stabilité
protéique, la localisation cellulaire, I’activité enzymatique, I’interaction avec des partenaires ou
encore la capacité des cellules a proliferer ou se différencier. Ces modeles cellulaires restent
peu représentatifs des contextes physiopathologiques étudies. C’est pourquoi I’utilisation de
lignées iPSCs (Cellules Souches Pluripotentes induites) générées a partir de cellules de patients
se démocratise, mais reste plutot restreinte au cadre de la recherche. En effet, ces cellules
directement issues du patient et donc porteuses de la variation ainsi que du fond génétique, sont
largement polyvalentes car elles peuvent étre différenciées en différents types cellulaires, dont

les neurones, et sont de ce fait plus adaptés aux organes touchés par la pathologie.

4. Analyses des conséquences d’une altération de la fonction d’une protéine,
exemple de la méthylation

Il a été récemment démontré que des variations de la méthylation de I’ADN peuvent étre
observées dans le cas d’inactivation de genes régulant les processus épigénétiques (Tatton-
Brown et al.,2017). Plusieurs signatures épigenétiques ont déja pu étre identifiées a I’heure
actuelle, associées a des genes tels que NSD1, EZH2, CHD8 ou SMARCA2. Ainsi, les marques
de méthylation de I’ADN furent utilisées dans le cadre de caractérisation de VSI. Par exemple,
Une signature comprenant 229 CpG différentiellement méthylés fut identifiée chez des patients

32



porteurs de variations perte de fonction dans le gene EZH2 (Choufani et al.,2020). Le géne
EZH2 code pour un composant du « Polycomb Repressive Complex 2 » (PRC2), un complexe
régulant la structure de la chromatine par méthylation du residu lysine 27 de I’histone H3. Les
auteurs rapportent un variant EZH2 présentant une hyperméthylation de CpG opposée a la sous
méthylation observée chez les patients porteurs des variations perte de fonction. De plus, ce
patient présentait un phénotype de retard de croissance, opposé au phénotype de croissance
excessive observé chez autres patients. Finalement, ce variant fut validé comme gain de
fonction gréace a une analyse enzymatique démontrant une activité augmentée. Ainsi, I’analyse
de méthylation de I’ADN est un outil efficace permettant de reclasser les VSI identifiés dans
ces genes. Cette application nécessite cependant une implication directe ou indirecte du géne

d’intérét dans la régulation de ces processus de méthylation.

8) Modeles d’étude des génes de DI

Les nombreux génes impliqués dans la DI codent pour des protéines impliquées dans des
fonctions moléculaires variées. De ce fait, les mécanismes physiopathologiques associés aux
mutations de ces genes sont pour la plupart généralement mal connus, alors méme que leur
identification est primordiale pour envisager des approches thérapeutiques. Au-dela de leur
utilisation pour interpréter les variants dans des genes connus, les tests réalisés sur cellules de
patients ou sur d’autres types de cellules ou le géne est inactivé ou les protéines mutantes
exprimées, ainsi que la génération de modeles animaux mutés peuvent étre utiles pour confirmer

I’implication d’un gene dans la DI et pour comprendre les conséquences des mutations.

1. Modéles animaux

Si les modeles animaux sont un moyen d’analyse puissant dans la compréhension des
mécanismes physiopathologiques, ils ne peuvent cependant pas étre utilisés a grande échelle
dans un contexte tel que I’étude des VSI hormis en présence de mutation récurrentes ou dans le
cas de preuves de concept. Le génome du modele animal peut étre aujourd’hui facilement édite,
notamment gréce a I’outil CRISPR/Cas9 mais peut également permettre une inactivation tissus
spécifique ou temporelle dans le cas des modeles Cre/Lox. Le modele doit étre a méme de
récapituler le phénotype observé chez I’Homme et étre choisi en fonction de la question posée.
Outre le r6le du modele animal dans la compréhension des mécanismes physiopathologique, il
est également essentiel dans le développement et la mise en place de perspectives
thérapeutiques. La souris et le rat sont des modéles de choix dans le cadre d’études
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comportementales ou lors de I’étude du développement du cerveau. Par exemple, I’équipe de
Yann Hérault a utilisé un modele murin inactivé pour le gene Kctd13 (Martin Lorenzo et al.,
2021), un géne du locus 16p11.2, une région génomique sujette a des variations de type CNV
associees entre autres a de la DI, pour mieux comprendre le r6le de ce géne dans la DI. Les
auteurs observent chez les animaux mutant Kctd13 +/- plusieurs phénotypes cognitifs
également retrouveés chez les animaux porteurs de la délétion 16p11.2. Enfin, I’équipe rapporte
que I’administration de la molécule « Fasudil » (un inhibiteur de la Rho-kinase) aux animaux
Kctd13 mutant permet d’améliorer certains phénotypes cognitifs de ces souris comme la
mémoire de reconnaissance de I’objet.

Dans le cas d’un phénotype robuste ou en raison de la facilité d’acces et de visualisation de
I’organe, des modeles moins onéreux et genéreés plus rapidement pourront étre utilisés, comme
la drosophile, le poisson zebre ou encore le vers C. Elegans et le xénope. Dans certains cas,
c’est I’étude du modéle Drosophile qui a permis d’impliquer un gene dans la DI. Par exemple,
I’équipe de Christiane Zweier, aprés avoir identifié des mutations faux-sens de novo dans
RHOBTB2 (codant une Rho GTPase) un gene initialement non connu en pathologie humaine,
chez plusieurs patients avec DI et épilepsie sévere, a montré que la surexpression de ce géne
chez la drosophile conduisait a une susceptibilité accrue a I’épilepsie ainsi qu’a des défauts
locomoteurs tandis qu‘un Knock Down du géne était associé avec une diminution de la taille et
de la complexité de I’arborisation dendritique ( Straub et al., 2018). Le modéle poisson zebre
est également utilisé en raison de son potentiel a récapituler le phénotype de différents TND,
comme la réduction de la taille de la téte. Par exemple, les poissons inactivés pour le gene Auts2
(un régulateur transcriptionnel) présentent une microcéphalie ainsi une diminution du nombre
de neurones, phénotypes également retrouves chez les patients (Oksenber et al., 2013) et ce
phénotype peut étre sauve par injection d’un transcrit codant pour le cDNA AUTS2 humain
(Beunders et al., 2013).

2. Cellules souches neuronales humaines (hNSCs)

Comme vu précédemment, les modeles cellulaires sont largement utilisés dans le cadre de
I’étude des TND. Cependant, les lignées « classiques » utilisées en laboratoires restent souvent
peu pertinentes pour I’étude du développement du cerveau en raison de I’espéce (COS-1, N2A,
PC12), des tissus desquels elles sont issues (HEK293, fibroblastes) ou encore des dérives
physiologiques liées au caractére cancéreux de ces lignées (HeLa, U20S, MCF-7). Cependant,
la culture des cellules souches embryonnaires humaines (hESCs) ou la génération d’iPSCs
(Takahashi et al., 2007) ont permis la création de modéles cellulaires humains plus pertinents
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pour I’étude des TND. Ainsi, les hNSCs sont une lignée de cellules stables, capables d’auto
renouvellement et correspondant a un stade intermédiaire de différenciation. En effet, les
hNSCs disposent uniquement du caractere multipotent et correspondent a un stade de
prédifférenciation en aval des précurseurs neuroepithéliaux mais toujours capables de donner
les différents types de cellules neurales (Boissard et al., 2013) (Figure 5). Les hNSCs sont
cultivées dans un milieu particulier en présence de trois facteurs de croissance (EFG, FGF-2 et
BDNF) dont le retrait entraine I’entrée des cellules en différenciation. Le processus de
différenciation dure 21 jours et conduit a I’obtention d’une culture présentant principalement
des neurones des couches corticales supérieures (=90%) ainsi qu’une population d’astrocytes
et d’oligodendrocytes (=10%). Le laboratoire dispose grace a une collaboration avec Alexandra
Benchoua (institut ISTEM, Paris, France) de deux lignées de hNSCs (SA001, GM1869)
(Boissart et al., 2013). Récemment, notre équipe a pu utiliser ces cellules pour étudier les
consequences d’une diminution d’expression de NOVA2, une protéine d’épissage alternatif
associee a un syndrome de DI (Mattioli et al., 2020). Ainsi, nous avons par exemple pu mettre
en evidence 41 genes différentiellement exprimés dans les hNSCs partiellement inactivées pour
NOVA2. Ces deux lignées sont cultivées dans les mémes conditions et ne présentent aucune
variation potentiellement délétere dans les genes d’intérét de mes études (DYRK1A et PQBP1)
ainsi un caryotype normal (46, XY). Les hNSCs présentent cependant I’inconvénient d’étre trés
difficilement transfectables. Il n’existe en effet aujourd’hui aucun protocole permettant I’entree
de matériel plasmidique dans ces lignées. En revanche, il reste toutefois possible de transfecter
de petites molécules telles que les siRNA. C’est pourquoi lors de ce projet ce modéle fut
uniquement utilisé pour étudier les conséquences de I’inactivation des genes DYRKI1A et
PQBP1 et non pour caractériser I’effet des differents variants d’intérét. Enfin, la technologie
d’interférence ARN ne conduisant qu’a une inactivation transitoire, il est également possible
de générer des lignées hNSCs stables porteuses de variations dans les genes d’intérét grace a la
technologie CRISPR. De la méme maniére, la génération de telles lignées peut étre réalisée par
le biais d’iPSCs générées a partir de cellules de patients (comme des fibroblastes) et par
différenciation de ces iPSCs en hNSCs. Ainsi, ce type de lignées stables peut par exemple
permettre d’étudier les conséquences d’inactivation de génes d’intérét sur les processus de

différenciation en neurones.
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Figure 5 : Provenance et différenciation des hNSCs.
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11. Une forme monogeénique fréquente de DI,
le syndrome DYRKI1A

Le géne DYRK1A code pour la protéine « Dual specificity tyrosine-phosphorylation-
regulated kinase 1A » (kinase 1A a double spécificité Tyrosine et Serine/Thréonine). DYRK1A
est situé chez I’Homme sur le chromosome 21 en position 21g22.13. DYRK1A fut impliqué en
pathologie humaine et notamment dans deux syndromes neurodéveloppementaux (Syndrome
de Down (SD) et syndrome DYRK1A) mais est également suspecté de jouer un role important
dans certains syndromes neurodégenératifs tels que la maladie d’Alzheimer ou de Parkinson,

ainsi que dans d’autres pathologies comme le cancer ou le diabéte.

1) De minibrain a DYRK1A

DYRKZ1A fut décrit pour la toute premiére fois chez Drosophila Melanogaster par K.F
Fishbach et M. Heisenber en 1984 (K.F Fishbach et M. Heisenber 1984). Dans cet article, les
auteurs décrivent les mouches mutantes comme présentant une complexité des lobes optiques
diminuée mais surtout une réduction de la taille du cerveau de 40 a 50% avec une réduction
drastique du nombre de cellules, ce qui vaudra & I’homologue de DYRK1A I’appellation de mnb
pour « mini-brain » (situé sur le chromosome X16E4-16E4). Quelques années plus tard,
Tejedor et al. 1995 mettra en évidence une diminution de la prolifération des neuroblastes chez
les mouches mutantes mnb ainsi que I’appartenance de mnb a une nouvelle famille de protéines
kinases. Le r6le de mnb dans le développement du cerveau fut exploré dans un premier temps
chez la mouche, puis ses homologues furent mis en évidence chez le rat (kentrup et al., 1996)
et chez I’Homme (Song 1996 ; Guimera et al., 1996). L’identification des différents
homologues de DYRKZ1A et leurs cartographies sur le génome ont pu mettre en évidence que
DYRK1A était extrémement conservé au cours de I’évolution et localisé chez I’Homme dans la
DSCR-1 (Down Syndrome Critical Region 1), renforcant ainsi I’intérét des chercheurs pour ce
gene. La DSCR-1 est décrite comme une portion du chromosome 21 d’environ 2,5Mb dont la
duplication réesume la majorité des traits phénotypiques des patients atteints du SD (Syndrome
de Down). Dans les années qui suivirent, les modeles d’études animaux et cellulaires furent
largement développés afin d’investiguer les conséquences de la surexpression de DYRK1A.,
Ainsi, I’implication de DYRK1A dans les déficits cognitifs du SD a pu étre largement mise en
évidence. Grace a des modeles murins de surexpression par YAC (Yeast Artificial

Chromosome) de portions variables de 0,5 & 2Mb de la région 21g22.2 contenants entre autres
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DYRK1A (Desmond Smith et al., 1997). Les auteurs ont pu notamment souligner le déficit de
mémoire d’apprentissage chez les animaux mutants.

Les modeles murins ont largement contribué a la compréhension du réle de DYRK1A dans
le développement du cerveau que ce soit dans un contexte d’haploinsuffisance (une seule copie
de Dyrkla fonctionnelle) ou dans un contexte de duplication/surexpression de Dyrkla.
L’implication de DYRK1A en pathologie humaine et notamment les conséquences de sa
surexpression dans le développement des deficits cognitifs dans le SD fut admise durant la
seconde moitié des années 90. Plus tard, DYRK1A sera également associé a un autre syndrome
neurodéveloppemental causé par son haploinsuffisance (syndrome DYRKZ1A) ainsi qu’a
d’autres pathologies comme le cancer, le diabéte ou la maladie d’Alzheimer.

2) Découverte du syndrome DYRK1A

En 1997, une équipe identifie une micro délétion de la région 21g22.2 chez un patient atteint
d’un retard de croissance utérin et d’une microcéphalie primaire (circonférence du crane < 3
Standard déviation a la naissance) (Matsumoto et al., 1997). Parmi la quinzaine de genes
emportés par cette délétion, DYRK1A sera proposé comme celui potentiellement impliqué dans
la microcéphalie. Ce n’est qu’en 2008 que les premieres mutations impliquant DYRK1A seul
sont identifiées chez des patients avec microcéphalie (Mgaller et al., 2008). Les auteurs
rapportent 2 patients porteurs de grandes translocations dont les points de cassure sont situés
respectivement dans les introns 2 et 6 du gene DYRK1A, entrainant de perte de fonction de I’un
des alléles. Les deux enfants présentent notamment un retard de croissance intra-utérin, une
microcéphalie primaire (périmétre crénien < 3 DS a la naissance) ainsi qu’une DI sévére. Deux
années plus tard, la réanalyse de puces SNP réalisées sur 3009 patients atteints de DI a permis
de mettre en évidence une microdélétion entrainant la perte des trois derniers exons de DYRK1A
chez une autre patiente présentant des traits phénotypiques similaires (Van bon et al., 2011).
Dans les années qui suivirent, de nombreuses autres délétions et variations ponctuelles furent
mise en evidence dans DYRK1A, d’abord par séquencage Sanger puis par séquencgage de panels
de genes ou d’exome. Ainsi, I’implication de DYRK1A dans la DI fut confirmée par la
découverte successive de : 2 patients porteurs de décalages du cadre de lecture identifies par
séquencage sanger et gqPCR sur 105 patients étudiés (Courcet et al., 2012) ; 10 patients porteurs
soit de délétion (1), de décalages du cadre de lecture (4), de variants non-sens (3) ou faux-sens
(2) identifiés par puces a ADN et séquengage ciblé ou séquencgage d’exome (Bronicki et al.

2015). D’autres mutations ponctuelles furent rapportées par la suite (Ji et al., 2015 ; Van Bon
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2016 ; Luco et al., 2016). En parallele, DYRK1A fut également considéré comme un gene
impliqué dans les troubles du spectre autistique (TSA) suite a la découverte de mutations de
novo lors des études de séquencgage d’exome realisées sur des cohortes de patients présentant
des TSA (O’Roak et al., 2012, lossifov et al., 2012 ; lossifov et al.,2014 ; Earl et al., 2017).
Cependant, I’ensemble de ces patients TSA présenteraient également une DI.

A I’heure actuelle, le syndrome DYRK1A (OMIM #614104), causé par des délétions ou des
mutations ponctuelles a I’état hétérozygote dans ce géne conduisant a une haploinsuffisance,
est considéré comme un syndrome neurodéveloppemental fréquent, caractérisé par une DI

associée a d’autres traits phénotypiques récurrents.

3) Caractéristiques du syndrome DYRK1A

Le syndrome DYRKI1A est également référence sous le terme « MRD7 » (Mental
Retardation autosomal Dominant 7 ; OMIM #614104). Le phénotype des patients fut
relativement bien décrit, notamment graces aux cohortes réalisees sur les dernieres années
(Courcet et al., 2012 ; O’Roak et al., 2012 ; Bronicki et al., 2015 ; Ruaud et al., 2015 ; Ji et al.,
2015 ; van Bon et al., 2016 ; Luco et al., 2016 ; Earl et al., 2017 ; Blackburn et al., 2019 ; Lee
etal., 2020 ; Meissner et al., 2020 ; Courraud et al.,2021). Les premiers signes cliniques peuvent
apparaitre dés la période anténatale, avec un retard de croissance intra-utérin et une
microcéphalie notamment. Le phénotype des patients a la période neonatale et la petite enfance
est marqué par des troubles alimentaires avec des reflux gastro-intestinaux ainsi que des
difficultés de succion et de déglutition. Durant la petite enfance, les patients présentent un retard
global de développement ainsi que des troubles moteurs avec une hypertonie. Cette période est
également marquée par un retard global de développement, avec un retard de langage important
voir une absence de langage (le langage expressif étant plus affecté que le langage réceptif).
Des troubles moteurs sont aussi présents avec une hypertonie et une démarche ataxique. La DI
est constante dans le syndrome, dans la majorité des cas modérée a sévére. Des troubles du
comportement sont aussi fréquemment rapportés chez les patients avec une hyperactivité, de
I’anxiété et des troubles du sommeil. De plus, des traits autistiques ou des TSA sont décrits
chez plus de la moitié des patients (Earl et al., 2017). Au niveau neurologique, des crises
convulsives sont rapportées chez plus de la moitié des patients et des anomalies a I’lRM
cérébrale peuvent également étre mises en évidence (dilatation ou hypertrophie des ventricules,
hypoplasie ou agenésie du corps calleux, retard de myélinisation de la substance blanche).

D’autres signes cliniques non systematiques ont pu étre relevées comme des anomalies de la
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sphére urogénitale (hypospades, cryptoorchidie) (Blackburn et al., 2019), des anomalies
ophtalmologiques (myopie, strabisme, albinisme occulocutané) (Ji 2015 et al., ; Bronicki et al.,
2015 ; Ernst et al., 2020) ou cardiaques (Van Bon et al., 2015). Enfin, dans la plupart des cas
on notera une dysmorphie faciale assez caractéristique avec entre autres : un cedéme de la
paupiére supérieure, des yeux enfoncés, une lévre supérieure fine ainsi qu’un rétrognathisme
(Figure 6).

Thin hair or erratic hairline
Upper eyelid edema

Deeap set eyes
- Protruding nose or pointed nasal tip

- Dysplastic ears or ear lobe attached

Thin upper lip

Widely spaced teeth, protruding
upper dental arch

— Retrognathism, small chin

Figure 6 : Photographie d’un enfant porteur d’une variation perte de fonction dans
DYRKZ1A montrant certaines caractéristiques morphologiques récurrentes au niveau du visage.
(Courraud et al., 2021).

Cependant, la clinique des patients n’est pas toujours évocatrice, la plupart des signes
récurrents retrouves chez les patients avec syndrome DYRK1A (comme la microcéphalie ou
les TSA) étant loin d’étre spécifiques du syndrome et pouvant étre présents dans un grand
nombre d’autres syndromes de DI. Par exemple, plusieurs patients DYRK1A avaient
initialement été orientés vers un diagnostic pour le syndrome de Cockayne, un autre syndrome
de DI causé généralement par des mutations dans les genes ERCC6 ou ERCCS, deux genes
codant pour des protéines impliquées dans le mécanisme de réparation NER (Nucleotide
Excision Repair) de I’ADN (Boujelbene et al., en préparation). Les patients Cockayne
présentent notamment : une microcéphalie, un retard de croissance ainsi que des anomalies de
peau.

Il n’existe a I’heure actuelle aucune thérapie génique ni aucun traitement approuvé

permettant de traiter le syndrome DYRKZ1A. La prise en charge des patients reste donc
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symptomatique et nécessite I’intervention de différents professionnels de santé (gastro-
entérologues, neuropédiatres, orthophonistes, kinésithérapeutes, pédopsychiatres) en fonction
des difficultés de chaque individu. Plus largement, les patients bénéficient d’un suivi régulier
par les professionnels de santé et peuvent étre accompagnés par un AESH (Accompagnant
d’Eléve en Situation de Handicap) ou encore pris en charge dans un IME (Institut Médico-
Educatif) ou autres établissements spécialisés. Afin de faciliter et d’améliorer le diagnostic et
la prise en charge des patients, un PNDS (Protocole National de Diagnostic et de Soins)
DYRKZ1A est en cours de rédaction.

4) Aspects moléculaires du syndrome DYRK1A

Le syndrome DYRKZ1A est causé par une variation génétique entrainant la perte de fonction
d’un des deux alleles DYRK1A. Cette modification peut étre chromosomique (réarrangement
chromosomique ; délétion/insertion ; CNV) ou ponctuelle (petite insertion/délétion causant un
décalage du cadre de lecture, non-sens, faux-sens, variation affectant I’épissage) ( Maller et al.,
2008 ; Van bon et al., 2011 ; Courcet et al., 2012 ; O’Roak et al., 2012 ; Redin et al., 2014 ; De
Rubeis et al., 2014 ; Iglesias et al., 2014 ; Van Bon et al., 2016 ; Bronicki et al., 2015 ; Ruaud
et al., 2015; Ji et al., 2015 ; Okamoto et al., 2015 ; Luco et al., 2016 ; Earl et al., 2017 ;
Trujillano et al., 2017 ; Dang et al., 2018 ; Blackburn et al., 2019 ; Courraud et al., 2021). Les
variants intragéniques entrainent généralement la synthése d’une protéine catalytiquement
inactive, souvent instable et dégradée par le protéasome. De nombreux variants faux-sens ont
également éteé décrits et la quasi-totalité d’entre eux sont localisés dans le domaine kinase. En
étudiant les positions de 171 variants faux-sens retrouvés dans la population générale (base de
données gnomAD, anciennement EXAC), une équipe a pu mettre en évidence que la fréquence
de ces variants était drastiquement diminuée au niveau du domaine Kinase, supportant
I’hypothése que le domaine kinase de la protéine est extrémement intolérant aux changements
d’acides aminés (Evers et al., 2017). Les modélisations de structures réalisées par les auteurs
suggerent que ces variations interférent avec I’activité catalytique de DYRK1A, entrainant une
perte de fonction. De récentes études fonctionnelles ont pu confirmer que ces variants
affectaient en effet la protéine au niveau moléculaire que ce soit : en diminuant son expression
ou en inhibant sa capacité d’autophosphorylation ou son activité enzymatique (Widowati et al.,
2018 ; Arranz et al., 2019). Méme si certains variants semblent n’entrainer qu’une perte
partielle de stabilité de la protéine ou de son activité kinase (Arranz et al., 2019), il n’existe a

I’heure actuelle aucune évidence d’une possible relation génotype-phénotype chez les patients.
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En effet, des patients porteurs d’une délétion compléte du gene peuvent présenter des signes
cliniques moins sévéres que d’autres porteurs d’un variant faux-sens. Ces éléments semblent
indiquer qu’une activité kinase «seuil » est requise au bon déroulement du
neurodéveloppement. 1l reste cependant trés difficile d’estimer le pourcentage d’activité
nécessaire a un développement normal du cerveau car des variants entrainant une diminution

partielle de I’activité enzymatique et n’entrainant pas de DI ne sont pas détectés.

5) Gene et protéine DYRK1A

1. Geénéralités, orthologues et paralogues

Le géne DYRKZ1A est situé chez I’Homme sur le chromosome 21 dans la région DSCR1-
(Down syndrome Critical Region 1) et s’étend sur environ 160kb. DYRK1A code pour la
protéine « Dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1A ». A I’heure actuelle,
9 transcrits d’épissage ont eté décrits pour DYRK1A. Le plus grand de ces transcrits est
généralement considéré comme transcrit de référence (NM_001396.4) et comporte 11 exons
codants pour 12 exons au total. Ce transcrit permet la synthese d’une protéine de 763 acides
aminés et d’une masse de 85kDa sans considération de modifications post-traductionnelles (The
UniProt Consortium, 2020). DYRK1A fait partie de la famille des protéines DYRKSs (Dual
Specificity regulated Kinases) et est extrémement conservé au cours de I’évolution : de la levure
Schizosaccharomyces pombe a la souris (99% d’identité protéique avec Mus Musculus) (Figure
7).
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Human_DYRK1A

Human DYRK1A domaine kinose
Human_DYRK1B (84%)
Human_DYRK2 {41%)

Human_DYRK3 (40%)

Human_DYRK4 (38%)

Mus musculus Dyrklo {999%)

Ratus norvegius Dyrkla (999%)

Danio reric_Dyrkloa (84%)

Xenopus tropicalis_Dyrkla (92%)
Drosophila melanogaster_mnb (83%)
Saccharomyces cerevisioe_Yak1p (41%)

1100

-

Figure 7 : Alignement des sequences protéiques des différentes DYRKSs humaines et de quelques orthologues de DYRKZ1A. Les alignements
ont été réalisés avec la fonction d’alignement multiple de BLAST, le pourcentage d’identité est indiqué entre parenthéses et le nombre d’acides

aminés composant les protéines est indique a droite.
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Les protéines DYRKSs sont incluses dans le groupe des CMGC qui comprend 5 autres familles
de protéines kinases: les HIPKs (Homeodomain Interacting Protein Kiase), les MAPKs
(Mitogen activated Protein Kinases), Les GSKs (Glycogen synthase kinases) et les CLKs
(CCD2 like kinases) (Figure 8).
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Figure 8: Phylogénie des kinases du groupe CMGC (Nguyen 2017 et al., 2017)

Chez I’Homme on retrouve 4 paralogues de DYRK1A : DYRK1B, DYRK2, DYRK3 et
DYRK4 (ENSEMBL), DYRK1B étant le plus proche avec 74% d’identité protéique. Bien que
ces 4 paralogues possedent un certain pourcentage d’identité dans leur séquence avec DYRK1A
(Figure 7), aucune étude n’a pour le moment fait état de leur potentielle implication dans un
syndrome neurodéveloppemental. En effet, DYRK1B a été relié au syndrome d’obésité
métabolique abdominal 3 ainsi que dans la prédisposition a certains cancers du foie, DYRK2 et
DYRK4 ont également été associés a certains types de cancers et enfin DYRK3 a été décrit

comme fortement exprimé chez des patients anémiques (Laham et al., 2021).

2. Expression du géne

DYRK1A est exprimé de maniére ubiquitaire mais son expression n’est pas totalement
homogene en fonction des tissus considérés et des stades de developpement. La présence de

I’ARNmM de DYRK1A a pu étre mise en évidence dans le SNC (Systeme Nerveux Central) chez
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la souris, I’embryon de poulet mais également dans le cerveau de patients atteints du SD
(Guimera et al., 1996 ; Marti et al., 2003 ; Hdmmerle et al., 2002 ; Wegiel et al., 2004). Un pic
d’expression de Dyrkla sera décrit dans le cerveau du rat a la naissance, suivi d’une diminution
d’expression maintenue durant I’age adulte (Okui et al., 1999). Chez I’Homme adulte, ’ARNm
DYRKZ1A est également exprimé de maniére ubiquitaire. De plus, des analyses de Northern Blot
réalisées sur des extraits d’embryons humains ont pu montrer que DYRK1A était exprimé dans
le cerveau, le foie, les poumons et les reins (Guimera et al., 1999). En 2008 une équipe a réalisé
une analyse de I’expression de Dyrkla durant le développement du cerveau chez la souris par
méthode d’ISH, qui a permis de mettre en évidence une régulation spatio-temporelle complexe
de I’expression, qui différe selon les stades de développement et les zones du cerveau
(Hammerle et al., 2008). Ces résultats correlent avec des bases de données plus récentes qui
rendent compte de I’expression des niveaux d’expression dans les progéniteurs neuronaux chez
la souris en fonction du niveau de différenciation entre E12 et E15 (Telley et al., 2019) qui
montrent une expression forte de Dyrkla dans les progéniteurs & E12 avant I’entrée en
différenciation, puis une expression variable aprés I’entrée des cellules en différenciation

(Figure 9).

Dyrkla

high

N4d
]
-

Differentiation score
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Elz2 E15
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Figure 9 : Pattern d’expression de Dyrkla dans les progéniteurs neuronaux en
différenciation chez la souris. Les échelles représentent les stades embryonnaire E12 a E15 et
I’état de différenciation AP (Progeniteurs apicaux) a N4d (neurones de 4 jours). L’échelle de
couleur représente le niveau d’expression de I’ARNm Dyrkla.
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En 2013 les données transcriptomiques genérées par le Consortium GTEX par séquencage
d’ARN en cellules uniques sur 54 tissus différents provenant de pres de 980 échantillons post-
mortem d’humains adultes ont confirmeé une expression ubiquitaire de DYRK1A avec au niveau

du cerveau, un enrichissement dans le cervelet. (Figure 10).
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Bulk tissue gene expression for DYRK1A (ENSG00000157540.19)
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Figure 10 : Expression de DYRKZ1A dans différents tissus issus de prélevement post-mortem chez I’Homme (GTEx Consortium, 2013).
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Cette base de données nous renseigne également sur les expressions communes des
différents génes de la famille des DYRKSs (Figure 11).
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Figure 11 : Expression de I’ARN messager des proteines DYRKSs humaines basee sur les

données de la base de données GTEX. Les données sont représentées comme TMPs
(Transcrits par million) mediants. (Boni et al., 2020).

3. Expression de la protéine

Au niveau protéique, I’expression de DYRK1A est également ubiquitaire (Human protein
Atlas version 20.1). Malgre la présence de deux séquences de localisation nucléaire (NLS), la
localisation intracellulaire de DYRKZ1A semble varier selon les stades de développement et les
types cellulaires. Des expériences de surexpression en modeles cellulaires font état d’une
localisation majoritairement nucléaire avec une potentielle accumulation de la protéine dans les
« nuclear speckles » (Alvarez et al., 2003). Chez la souris, Dyrkla est exprimé durant la
neurogénese au niveau du tube neural, dans plusieurs zones de I’encéphale (Bulbe olfactif,
hippocampe, thalamus et hypothalamus) et dans le cervelet. La protéine est présente dans le
compartiment nucléaire mais également cytoplasmique dans les dendrites des cellules
nerveuses (Hammerle et al.,2008) et est détectée dans le soma des cellules en différenciation
(Hammerle et al., 2003). Chez I’Homme, DYRK1A semble localisé plus majoritairement dans
le cytoplasme des cellules nerveuses (Marti et al., 2003) et est détecté dans la majorité des zones
du cerveau (Hippocampe, cervelet, thalamus et hypothalamus) (Weigiel et al., 2011, Review).

4. Structure de la protéine et réles des différents domaines

La protéine DYRKI1A de référence (NM_001396.4) est longue de 763 aa. Elle présente
plusieurs domaines bien caractérisés. Deux éléments sont communs aux 5 membres de la
famille : la boite DH (DYRK Homeobox) (aa 137-153) nécessaire a I’auto activation de la

protéine (Widowati et al., 2018), ainsi que le domaine kinase au centre de la protéine. Le
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domaine Kinase de DYRK1A (aa 159-479) correspond & la région de la protéine la plus
conservée au cours de I’évolution et confére a I’enzyme son activité catalytique (Figure 12).

NLS DH KINASE NLS PEST His S/T

DYRK1A (i 'l .

DYRK1B i )

NAPA

DYRK2 [ m(mi)(  —
DYRK3  i( I
DYRK4 () mii( =

Figure 12: Structures primaires des protéines DYRKs humaines
(Arandacetal., 2010, Review). Représentation de la structure primaire des différentes protéines
de la famille des DYRKSs : NLS (Séquence de Localisation Nucléaire) ; DH (DYRK Homology
box) ; KINASE (Domaine Catalytique) ; PEST (Séquence peptidique riche en proline, acide
glutamique, serine et thréonine) ; His (domaine riche en histidine) et S/T (Répétitions de résidus
serines et thréonines) ; NAPPA (région N-terminale nécessaire a I’autophosphorylation de la
protéine) ; les lignes rouges indiquent les régions affectées par des événements d’épissage

alternatif.

La réaction de phosphorylation correspond dans le cas des kinases au transfert d’un
groupement phosphate provenant d’une molécule d’ATP (Adénosine TriPhosphate) sur un
substrat qui peut étre une protéine, un ose ou un lipide. DYRK1A permet le transfert de I’ion
phosphate sur le groupement hydroxyle (-OH) de la chaine latérale d’un aa sérine, thréonine ou
tyrosine. En 2000, une seéquence peptidique consensus de DYRKZ1A fut proposee (Himpel et
al., 2000) : R-P-x(1,3)S/T-P (ou R est une arginine, P une proline, S une sérine, T une thréonine
et x(1,3) est une suite de 1 a 3 aa variables). Il est importante de noter que le domaine kinase
de DYRK1A comporte un résidu tyrosine en position 321 particulierement important dans la

régulation de son activation.
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DYRKI1A présente également deux séquences NLS. La premiére (NLS1) est une séquence
dite « bi-partite » située dans la région N-terminale de la protéine (aa 117-134) et est commune
a DYRK1A, DYRK1B, DYRK2 et DYRKA4. La seconde (NLS2) est présente dans le domaine
kinase de la protéine (aa 389-395), est spécifique de DYRKZ1A et fut mise en évidence par la
surexpression de différentes protéines tronquées (Alvarez et al., 2003). DYR1KA comprend
également dans sa région C-terminale un domaine PEST (séquence riche en proline, acide
glutamique, sérine et arginine) (aa 497 a 565) retrouvé aussi chez DYRK1B. Les domaines
PEST sont généralement présents sur des protéines a demi-vie courte comme par exemple la
cycline D1. Mais le fonctionnement moléculaire des PEST n’a pas encore été complétement
élucidé. On sait que cette séquence peptidique régule notamment la stabilité de la protéine en
favorisant sa dégradation par la voie du protéasome (Chakraborty et al., 2011) et également
potentiellement son clivage par des calpaines dans le cas de DYRK1A (Jin et al., 2015). La
région C-terminale de DYRKZ1A lui est spécifique, elle comporte deux domaines. Le premier
est une région His (aa 599 a 619) composée de deux répétitions de respectivement 4 (aa599-
602) et 13 (aa 607 a 619) résidus histidines. Cette région est proposee comme permettant
I’adressage de DYRKI1A dans les « nuclear speckles » afin d’y exercer un réle de régulateur
d’épissage alternatif (Alvarez et al., 2003). Le deuxiéme domaine de la région C-terminale de
DYRKZ1A correspond & une répétition de résidus sérines et thréonines (aa 640-672) mais son
role reste actuellement inconnu. En effet, I’expression de protéines mutantes présentant une
délétion de cette région n’a présenté aucun phénotype particulier, notamment au niveau de la
localisation de DYRK1A dans les « nuclear speckles » (Alvarez et al., 2003). Contrairement a
DYRK2, DYRK3 et DYRK4, DYRKI1A ne posséde pas de domaine NAPA (N-terminal
AutoPhosphorylation Accessory). Le domaine NAPA est nécessaire a la réaction d’activation
par autophosphorylation de ces protéines DYRK et son activité est qualifiee de « chaperone
like » (Kinstrie et al., 2010).

En ce qui concerne la structure cristallographique de DYRKI1A, elle n’a pas encore été
résolue dans son intégralité et seul le domaine catalytique bordé de quelques aa est actuellement
disponible. Le depdt le plus récent est celui de Sorrel et al. en 2019 et comporte une résolution
de 1,05 A surlarégion desaa 127 a 485 (Figure 13).
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Figure 13 : Representation de la structure de DYRKZ1A en présence d’inhibiteurs

réalisée par cristallographie aux rayons X (Sorrel et al. en 2019) (résolution 1,05 A, positions

aa 127-485, PDB entry 6S14).

5. Régulation transcriptionnelle de DYRK1A

Comme nous I’avons vu précédemment DYRK1A est exprimé de maniére ubiquitaire et son
niveau d’expression doit étre finement régulé. La régulation transcriptionnelle de DYRK1A est
peu décrite mais certains acteurs ont pu étre identifies. L’AP4 (Activator protein 4) est une
protéine facilitant le recrutement de FT (Facteurs de Transcriptions) jouant un réle de répresseur
dans les cellules non neuronales et est un inhibiteur transcriptionnel de DYRK1A (Kim et al.,
2006). En 2008, un second site d’initiation de transcription de DYRK1A est mis en évidence
dans une lignée de cellules PC3 (Prostate Carcinoma) conduisant a la synthése d’un transcrit
comportant une région 5’UTR différente du transcrit initialement décrit (Maenz et al., 2008).
Dans la méme étude, les auteurs observent que la transcription de DYRK1A est positivement
régulée par le facteur E2F1 en cellules HEK confirmant les résultats similaires de deux autres
études réalisées en cellules U20S (Ostéosarcome) et NIH3T3 (fibroblastes murins). On sait
également que REST1 (RE1 Silencing Transcription factor 1) peut activer la transcription de
DYRK1A dans des cellules de mammiferes (HEK293 et HelLa) en se liant sur une séquence
NRSE (neuron-restrictive silencer element) située dans son promoteur (Lu et al., 2011). La

corrélation d’expression entre Dyrkla et Rest fut validée sur coupes de cerveaux de souris
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adultes. De plus, les auteurs ont également proposé un mécanisme dans lequel DYRK1A
phosphoryle REST et entraine sa dégradation par le protéasome, REST régulant la transcription
de DYRK1A dans une boucle de rétrocontréle négatif. Dans un modéle de cellules T98G
(glioblastome humain), la méme équipe a pu souligner que MEF2D (Myocyte-specific enhance
factor 2) active la transcription d’une isoforme de DYRK1A plus courte (NM_130438.2) que
I”isoforme de référence en se fixant sur un élément de réponse dans un second promoteur de
DYRK1A (Wang et al., 2017). Cette forme courte est composée de 529aa (contre 763 pour
I”isoforme de réference) et différe par sa partie terminale. En effet I’absence de I’exon 11 dans
I’isoforme courte entraine un décalage du cadre de lecture de I’exon 12 (dernier exon codant
des autres isoformes) et ainsi la synthése d’une protéine plus petite qui différe de la forme de
référence a partir de I’aa 515 et ne comporte de ce fait pas les domaines PEST, His et S/R. La
protéine courte comporte les deux séquences de localisation nucléaire ainsi qu’un domaine
kinase fonctionnel mais méme si son role reste inconnu, les auteurs mettent en évidence une
expression d’ARNm ainsi qu’une activité kinase de DYRKI1A corrélées a I’expression de
MEF2D. MEF2D est un facteur de transcription notamment impliqué dans le développement et
la différenciation neuronal et musculaire, il est exprimé dans les neurones post mitotiques et
permet leur survie. Etant donné [I’importance du dosage de DYRKI1A durant le
neurodéveloppement et I’expression tissu spécifique d’isoformes d’épissages, cette régulation
pourrait étre importante dans la régulation de certaines voies cellulaires. Enfin, deux miR
(micro ARN) sont proposés comme ciblant ’ARNm DYRK1A: miR1246 et miR-199b
(Arbones et al., 2019, Review).

6. Activation de DYRK1A

Les protéines DYRKSs ont la propriété de réaliser une autophosphorylation sur un résidu
tyrosine. Cette autophosphorylation est considérée comme une auto-activation de I’enzyme qui
lui confére son activité catalytique. Le motif nécessaire a I’activation de I’enzyme correspond
a une séquence « Y-X-Y » (ou Y sont des résidus tyrosines et X un aa aléatoire). Ce processus
est appelé boucle d’auto-activation et c’est I’aa tyrosine 321 (Tyr*?!) qui est autophosphorylé
par DYRK1A (Himpel et al., 2001).

Le fonctionnement moléculaire de ce processus est décrit comme une activation en cis de
la protéine, réalisée directement durant la phase de traduction. En effet, DYRK1A adopterait
dans un premier temps une forme de transition, capable de réaliser la réaction de

phosphorylation sur la Tyr®2%, Une fois la réaction réalisée, la protéine acquerrait alors sa forme
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mature (Himpel et al., 2001 ; Lochhead et al., 2005). On sait cependant que ce mécanisme ne
nécessite aucun facteur protéique supplémentaire (chaperonnes comprises) et que DYRK1A est
capable de s’autophosphoryler spontanément en présence d’ATP (Lochhead et al., 2005). La
forme mature de DYRKZ1A correspond a la stabilisation de la forme active de la kinase, dont la
conformation permet une interaction adéquate entre le site catalytique et le substrat (Nolen et
al., 2004). Les DYRKSs sont caractérisées comme capables de phosphoryler les trois types de
résidus (sérine, thréonine et tyrosine) mais a I’heure actuelle, aucune tyrosine hormis la Tyr3?!

n’a été démontrée comme phosphorylée par DYRKZ1A in vivo.

7. Régulation d’activation de la protéine DYRK1A

A I’heure actuelle, 58 sites de modifications post-traductionnelles sont référencées sur la
base de données BioGRID (Stark et al., 2006). Le niveau de régulation le plus important de
DYRKI1A correspond a sa capacité d’autophosphorylation qui conditionne la présence de
I’activité catalytique et est réalisée directement a la fin voire durant la traduction. Mais
L’activité de DYRK1A semble également régulée par la présence d’interacteurs protéiques,
permettant de moduler I’activité de I’enzyme dans le temps mais également en fonction du type
cellulaire. En 2004, la protéine 14-3-3 est identifiée par méthode de double hybride chez la
levure comme interagissant avec la région N-terminale de Dyrkla (Kim et al., 2004). Cette
interaction est proposée comme stimulant I’activité enzymatique de DYRKZ1A. Plus tard, une
seconde équipe précisera qu’une phosphorylation au niveau du résidu sérine 520 de DYRK1A
permet I’interaction avec le facteur 14-3-3, stimulant I’activité kinase de I’enzyme (Alvarez et
al., 2007). Les protéines SPRED1 et SPRED2 (Sprouty-Related Protein with an EVH1 domain)
initialement décrites comme inhibant la voie Ras/ERK semblent également diminuer I’activité
kinase de DYRK1A dans la lignée HEK293 en interagissant directement avec le domaine
kinase et modifiant sa capacité a reconnaitre certains substrats (Li et al., 2010). Les
modifications post-traductionnelles de DYRKZ1A sont actuellement peu décrites. La protéine
LATS2 (une sérine/thréonine kinase) est proposée comme phosphorylant DYRK1A et
stimulant son activité de phosphorylation de LIN52, un composant du complexe DREAM
(Tschop et al., 2011). 1l est également proposé que la calpaine-1 (une protéase), cliverait une
partie du pool de protéine DYRKZ1A cellulaire dans sa partie C-terminale, procurant ainsi aux
produits de clivage une activité kinase augmentée et conduirait notamment a une
hyperphosphorylation de la protéine MAPT (Microtube Associated Protein Tau) (Jin et al.,

2015). Jusqu’a cette année, aucun mécanisme de régulation de I’activité de DYRK1A par action
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directe d’une phosphatase n’avait été mis en évidence. C’est une équipe coréenne qui a identifié
un inhibiteur protéique potentiel de DYRKI1A : la phosphatase PPM1B (Lee et al., 2021). En
effet, les auteurs utilisent la phosphorylation de MAPT (TAU) sur son résidu thréonine 212
(T212) comme rapporteur de I’activité kinase de DYRKZ1A. lls mettent en évidence que PPM1B
interagit directement avec DYRKZ1A et est capable de retirer le groupement phosphate présent
sur le résidu sérine 258, inhibant ainsi son activité de phosphorylation et réduisant indirectement
le taux de phosphorylation de la thréonine 212 de MAPT dans un modele de cellules de

mammiferes en culture (HEK293).

6) RoOles de DYRK1A

La proteine DYRKI1A est un élément cellulaire clef et dispose d’un intérét et d’une
littérature extrémement riche, notamment en raison de sa tres forte conservation au court de
I’évolution et de son implication en pathologie humaine a plusieurs niveaux (SD, syndrome
DYRK1A, neurodégénérescence, cancer, ...). Aujourd’hui, 409 interacteurs de DYRK1A sont
recenseés sur la base de données BioGRID (Stark et al., 2006) et plusieurs dizaines substrats mis
en évidence, reliant la protéine de maniére directe ou indirecte a de nombreux processus
cellulaires. De plus, I’importance de son dosage dans la cellule ajoute un niveau de difficulté
supplémentaire a la compréhension des roles de DYRK1A, les conséquences d’une diminution
d’expression ou de sa sur-activation étant différentes et ne presentant pas toujours un effet
«miroir ». Les exemples de cibles et d’interacteurs présentés dans ce travail restent non

exhaustifs.

1. Analyses omics

Le terme OMIC désigne une analyse computationnelle massive de données d’un certain
type (protéines, ADN, ARN, lipides, ...). Les OMICs permettent une investigation puissante,
globale, sans a priori et sont devenus des outils incontournables dans la découverte de nouveaux
mécanismes mais présentent cependant plusieurs inconvénients. Elles restent souvent onéreuses
et comportent un grand nombre de variabilités qui dépendent de paramétres tels que : le type
cellulaire étudié, la fenétre temporelle, les variations inter-individuelles ou les biais techniques.
Les OMICs ont apporté un niveau de complexité additionnel et permis de considérer les roles
et interactions multi-systémiques que peuvent avoir un géne ou une protéine, y compris pour
DYRK1A (Table 1).
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Auteurs OMICs Modele Implications de DYRK1A / Observations
Malcher 2011 Microarray Saccharomyces cerevisiae Formation de biofilm et résistance au stress

Varjosalo 2013 Protéome T-REx™-293 Identifications d'interacteurs

Jang 2014 Human exon array analysis HelLa/T98G Marques épigénétiques et immunité

Miyata 2014 Protéome COs7 Identifications d'interacteurs

Di Vona 2015 Chip-Seq HelLa/T98G Régulation de la traduction, épissage, cycle cellulaire

Huttlin 2015 Protéome HEK293 Identifications d'interacteurs

Thompson 2015 RNAseq Souris Dyrkla +/-, cellules immunitaires (pre B et T) Cycle cellulaire et transcription médiée par E2F

Huttlin 2017 Protéome HEK293T, HCT116, ou MCF10A Identifications d'interacteurs

Nguyen 2018 P-protéome Cerveaux de souris TgDYRK1A, Ts65Dn Transmission synaptique, cytosquelette, projection des neurones
Li 2018 Protéome et ChipSeq HEK293 Cycle cellulaire, traduction, transcription, adhésion cellulaire
Roewenstrunk 2019 Protéome HelLa/T98G Cycle cellulaire, apoptose, transcription, cytosquelette

Eguard 2019 Protéome HelLa Anaphase Promoting Complex, DNA repair, transcription
Menon 2019 Protéome T98G Métabolisme des ARN, cycle cellulaire, jonctions cellulaires

De Toma 2019 Protéome et p-protéome Souris TgDYRK1A? Identification de hubs régulés : SMAD3, PRNP, HRAS, PTEN
Cho 2019 RNA-seq Poisson zebre dyrkla +/- (48 hpf) Processus d'oxydo-réduction, adhésion cellulaire, développement
Willsey 2020 RNA-seq Xénope Dyrkla +/- (cerveaux au stade 46) Réplication de I'ADN, cycle cellulaire

Recasens 2021 Protéome et p-protéome U251 ; glioblastomes humains Cycle cellulaire, réplication de 'ADN

Table 1 : Résumé des principales analyses OMICS impliquant DYRK1A

T-REx™-293 : lignée embryonnaire de rein humain exprimant de facon stable la protéine répresseur de tétracycline ; HelLa : lignée du cancer du cancer du col de
I’utérus humain ; COS7 : lignée de fibroblastes rénaux de singe immortalisés par le virus SV-40 ; T98G et U251 : lignées de glioblastome humain ; HEK293 : lignée
embryonnaire de rein humain ; HCT116 : lignée du cancer du célon humain ; MCF10A : lignée épithéliale non maligne de sein humain ; TgDYRKZ1A : lignée murine
comportant une copie supplémentaire du gene DYRK1A humain ; TgDYRKZ1AZ: lignée murine comportant une ou plusieurs copies du transgene sMT-la/Dyrk1A ;

Ts65Dn : lignée murine de trisomie partielle pour 132 génes de la partie distale des chromosomes MMU16 et MMUL17 ; hpf : heures post-fécondation.
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a. Chip-Seq et RNA-seq

Ce n’est que tardivement que le réle nucléaire de DYRK1A, notamment dans la régulation
de la transcription, fut investigué. Une premiere analyse de Chip-Seq fut réalisée sur DYRK1A
en cellules HelLa et T98G (Di Vona et al.,2015 ; Di Vona et al., 2021, Preprint BioRxiv),
révelant une interaction de la kinase avec I’ARN polymérase Il et un enrichissement significatif
sur les séquences « TCTCGCGAGA ». Plus récemment, une autre expérience de ce type en
cellules HEK293 a mis en évidence une co-localisation de DYRK1A avec CBP et p300, deux
acetyltransférases, au niveau de régions enhancers (Li et al., 2018). Cependant, en comparant
leurs résultats a ceux obtenus précédemment par Di Vona, les auteurs mettent en évidence un
faible chevauchement entre les régions génomiques occupées par DYRK1A dans les lignées
T98G et HEK?293, indiquant que la présence de DYRKZ1A sur les séquences enhancers semble
étre tissu spécifique. La comparaison des analyses GOterms de ces deux études permet
cependant de relever des implications similaires de DYRKZ1A dans les deux types cellulaires,
notamment concernant la régulation de la traduction, de la réparation de I’ADN et du cycle
cellulaire. Dans le but d’identifier les génes dont la transcription est régulée de maniére directe
ou indirecte par DYRKI1A, plusieurs équipes ont pu réaliser un transcriptome et ce, dans
differents modeles. La comparaison de ces différentes études met en évidence un tres faible
recoupement des geénes différentiellement exprimés en cas de diminution d’expression de
DYRKI1A. En effet, il ne semble pas exister de groupe de genes dont I’expression est modulée
par DYRK1A commun a I’ensemble des études. Cette observation met en évidence le caractere
tissu specifique de la régulation transcriptionnelle exercée par DYRK1A. On notera également
que ces études ont eté réalisées dans des especes différentes (souris, xénope, poisson zebre,
cellules humaines) et que malgré le degré de conservation de cette kinase, son réle peut
également partiellement différer selon les modéles utilisés. En plus d’observer une
hétérogéneite des genes régulés, DYRK1A semble pouvoir adopter un réle activateur ou

inhibiteur de la transcription qui peut étre modulé selon les modeles utilisés.

b. Protéomique et phospho-proteomes

Un trés grand nombre de partenaires de DYRKL1A ont aujourd’hui pu étre décrits,
notamment grace a la technique de spectrométrie de masse. Ces analyses proteomiques réalisées
le plus souvent a partir de cellules de mammiféres en culture ont permis d’élargir I’intéractome
de DYRKZ1A (Table 1) mais également de confirmer son implication dans un grand nombre de
processus cellulaires (Figure 14).
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FDR

positive regulation of molecular function == 4 8 3,59E-04
positive regulation of catalytic activity == 52 1,29E-03
T 10 positive regulation of hydrolase activity === 8 0 1,57E-03
op regulation of cellular component organization = 3,6 1,66E-03
Goterm regulation of signal transduction = 2 9 9,11E-03
classés regulation of tubulin deacetylation FEEEETss—————— 100,0 9,45E-03
par FDR striated muscle cell differentiation === 14 4 1,28E-02
regulation of cellular component biogenesis == 5 2 1,59E-02
regulation of protein modification process = 3,9 2,25E-02
regulation of cell projection organization == 6.4 2,47E-02
regulation of cell communication = 2.6 2,47E-02
regulation of cell cycle = 4.3 2,59E-02
QUE'C]UES cellular component organization = 21 2,60E-02
autres regulation of neuron projection development == 7 2 2,87E-02
primary neural tube formation = 18 9 3,33E-02
Goterm, negative regulation of TOR signaling =32 7 3,57E-02
classés par regulation of dendritic spine morphogenesis m————— 20 9 3,70E-02
FDR regulation of MRNA stability === 95 4,08E-02
cell cycle process = 4 3 4,18E-02
mitotic cell cycle == 49 4,23E-02

0,0 50,0 100,0

Fold Enrichment

Figure 14 : Analyses d’enrichissement GOterms des principaux interacteurs de DYRK1A.
Les principaux interacteurs correspondent a I’ensemble des 44 protéines interagissant avec la
protéine DYRKZ1A humaine et retrouvés dans un minimum de deux études dans la base de
données BioGRID. Les analyses d’enrichissement ont été réalisées grace a I’outils « GO
Enrichment Analysis » (Mi et al., 2018) release 2021-06.

Les technologies de protéomique, notamment la spectrométrie de masse, ont joué un réle
important dans I’identification du grand nombre d’interacteurs de DYRKZ1A décrits a I’heure
actuelle. Cependant, il faut également garder a I’esprit que ces techniques ultra-sensibles sont
susceptibles de générer un certain nombre de faux-positifs. Aussi, il reste primordial de valider
les interactions détectées par ces méthode dites « high-throughput » par des moyens plus directs
comme la co-immunoprécipitation suivie de Western Blot. De la méme maniére que pour les
analyses transcriptomiques, la recherche d’interacteurs de DYRKZ1A fut réalisée dans différents
modeles et types cellulaires. Les premieres expériences protéomiques ayant identifié certains
interacteurs de DYRKZ1A étaient des criblages de grande ampleur, visant a étudier de maniére
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globale I’intéractome des protéines kinases dans des modéles de cellules humaines en culture
(notamment HEK?293) (Varjosalo et al., 2013 ; Huttlin et al., 2015). Par la suite, plusieurs études
de spectrométrie de masse sur éluas de co-immunoprécipitation furent réalisées en modéles
cellulaires humains mais également sur cellules et tissus murin (Table 1). La aussi, la
comparaison de ces différentes études révele une variabilité de résultats réelle. De la méme
maniere que pour I’étude des roles de DYRK1A au niveau transcriptomique, ces expériences
furent réalisées dans des modeles différents mais également dans des contextes différents (KO
hétérozygote murin, surexpression de DYRKI1A en modeéle cellulaire par construction
plasmidique), expliquant au moins partiellement cette variabilité. Certains facteurs présentent
tout de méme une affinité remarquable avec la DYRK1A comme la protéine DCAF7, retrouvée
comme interacteur dans I’ensemble des expériences protéomiques réalisées a ce jour. Plus
récemment, des experiences de phosphoprotéome ont pu renseigner sur les variations de
phosphorylation pouvant étre a I’origine d’une augmentation ou diminution d’expression de
DYRKI1A (Nguyen et al., 2018 ; De Toma et al., 2019 ; Recasens et al., 2021). En comparant
différents tissus cérébraux (hippocampe, cortex et cervelet) de souris sur ou sous exprimant
DYRKI1A (Nguyen et al., 2018), I’équipe de Yann Hérault a pu mettre en évidence différentes
cibles directes et indirectes de DYRKZLA pouvant différer selon les régions du cerveaux
étudiées. L’équipe a notamment mis en évidence une action directe de DYRKZ1A phosphorylant
la protéine SYN1 (synapsinel) sur son résidu sérine 551 et que le niveau de phosphorylation
de ce résidu était proportionnel a la quantité de protéine DYRKZI1A présente. Plus tard, une
seconde étude soulignera eégalement une altération de la synapse dans le cas d’une surexpression
de DYRKZ1A en modele murin (De Toma et al., 2019). Enfin, trés récemment, une troisiéme
équipe a étudié le phospho-protéome associé a une inhibition de DYRKI1A en utilisant
I’inhibiteur de DYRK1A L41 (Recassens et al., 2021). Les auteurs rapportent ici un role
prépondérant de DYRK1A dans la régulation de la prolifération passant notamment par sa

capacité a phosphoryler la protéine CDKL1.
2. Régulation de la prolifération

a. Regulation du cycle cellulaire

Le tout premier phénotype attribué a DYRK1A fut une diminution du nombre de cellules
dans le cerveau des mouches mutantes mnb (K.F Fishbach et M. Heisenber, 1984). Par la suite,
plusieurs substrats de DYRKZ1A impliqués dans la régulation de la prolifération ou du cycle

cellulaire furent décrits et la cycline D1 reste I’exemple le plus connu. La cycline D1 est un

59



régulateur majeur de la transition G1/S, la protéine est exprimée dans une fenétre de temps tres
courte et se dimérise avec le complexe CDK4/6 pour permettre I’entrée de la cellule en phase
S. Ainsi, DYRK1A phosphoryle la cycline D1 sur son résidu thréonine 286 et entrainant sa
dégradation par le protéasome, poussant la cellule a stopper son cycle (Chen et al., 2013).
DYRKI1A a également été décrit comme phosphorylant la cycline D2 sur son résidu Thr280,
entrainant la encore la dégradation de sa cible par le protéasome et in fine, une diminution de
I’avancée des cardiomyocytes dans le cycle cellulaire (Hille et al., 2016). Comme vu
précédemment, DYRKZ1A phosphoryle egalement la protéine LIN52, un facteur d’assemblage
du complexe DREAM. Par ce biais, DYRKZ1A régule indirectement I’activité de DREAM et
donc I’expression de géenes régulant notamment les transitions G1/S et G2/M dans la cellule
(Arbones et al., 2019, Review). Plus récemment, un séquencage d’ARN totaux réalisé apres
inactivation de Dyrkla chez Xenopus Tropicalis a révélé une augmentation de la transcription
des ARNm codant pour les Cyclines B1 et B2 (Willsey et al., 2020), dont les expressions sont
maximales durant la phase M du cycle cellulaire. En observant les embryons au stade 10 (stade
d’initiation de la gastrula) traités a I’harmine (un inhibiteur pharmacologique de DYRK1A),
I’équipe a également observé une proportion plus importante de cellules dans les phases S

(cellules exprimant PCNA) et M (cellules exprimant la phospho-Histone 3).

b. Régulation de I’apoptose

L apoptose est définie comme un mécanisme de mort cellulaire programmeée et est parfois
qualifiée de «suicide cellulaire ». Elle joue notamment un réle prépondérant lors du
développement embryonnaire. DYRK1A fut relié a I’apoptose pour la premiére fois en 2008 et
identifié comme phosphorylant la CASP9 (Caspase-9) sur son résidu thréonine 125 in vitro
dans des cellules U20S (Seifert et al., 2008). Quelques mois plus tard, ces résultats furent
confirmés par un second groupe dans les progéniteurs de la rétine chez la drosophile et la souris
(Laguna et al., 2008). Cette phosphorylation permet d’inhiber le clivage de la CASP9
empéchant I’activation de cette derniére et inhibant ainsi le clivage de la CASP3 (Caspase-3)
et donc la mort cellulaire par la voie apoptotique. Parmi les cibles de DYRKZ1A, on retrouve le
suppresseur de tumeur SIRT1 (Sirtuin 1), une NAD désacétylase. La phosphorylation de SIRT1
sur son résidu thréonine 522 stimule son activité et conduit a la désacétylation de p53 et permet
une inhibition de I’apoptose. De ce fait, une diminution d’expression ou d’activité de DYRK1A
conduit a une mort cellulaire par la voie p53 (Guo et al., 2010). Plus récemment et de maniére
surprenante, une équipe a surexprimé DYRKIA par transduction dans des lignées f3

pancréatiques et a pu observer une apoptose plus importante de ces cellules. De la méme
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maniere, I’inactivation partielle de Dyrkla par ARN interférence a révélé une atténuation de
I’activité des caspases-3 et 8 dans ces cellules B, suggérant cette fois-Ci que DYRKI1A
stimulerait I’apoptose (Lu et al., 2019). Par immunopreécipitation de DYRKZ1A et un traitement
a I’harmine des cellules pancréatiques, les auteurs ont pu montrer que DYRKZ1A interagissait
avec le facteur IRS2 (insuline Receptor-Substrate 2), augmentait son niveau phosphorylation,
conduisant a une dégradation de IRS2 par le protéasome. Cette dégradation menant a une entrée

en apoptose des cellules .

c. Synthese

Au vu du phénotype de microcéphalie présent chez les patients mais également retrouvé
dans différents modéles animaux porteurs de mutations dans Dyrkla (Drosophile, souris, rat,
poisson zébre, xénope), la protéine fut impliquée tres tot dans les phénomeénes d’activation ou
de maintien de la prolifération. Cependant, une vue plus globale de la littérature concernant
I’implication de DYRK1A dans la prolifération cellulaire révéle un réle complexe de la protéine
dépendant des organismes, types cellulaires et de la modification de son dosage. Les effets
d’une modification du dosage de DYRK1A dépendent du type cellulaire utilisé, du fond
génetique et de I’environnement de culture des cellules (Table 2). Par exemple, une
augmentation de I’expression de DYRKZ1A conduit a une stimulation de la prolifération des
cellules cardiaques murines (Hille et al., 2016) et DYRKZ1A fut retrouvé comme surexprimé
dans différentes lignées cancéreuses et son inhibition peut conduire & une réduction de la
capacité proliférative de ces cellules (Radhakrishnan et al., 2016)

L’inactivation partielle de Dyrkla conduit a I’inverse a une diminution de la capacite
proliférative dans d’autres modeles (progéniteurs hippocampaux de rat, neuroblastome murins
N2A) (Yabut et al., 2010 ; Park et al., 2010). On notera cependant que dans la majorité des cas,
I’inactivation partielle de DYRKZ1A conduit a une diminution de la capacité proliférative.
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Auteurs
Chakrabarti 2007
Contestabile 2007
Park 2010
Ishihara 2010
Yabut 2010
Soppa 2014
Lee 2016

Shen 2015
Litovchick 2011
Hammerle 2011

Pozo 2013
Radhakrishnan
2016

Hille 2016
Kim 2021

Chen 2013
Fischback &
Heisenberg 1984

Tejedor 1995
Laguna 2008
Ferron 2010
Rachdi 2014
Barallobre 2014

Wang 2015
Chen 2021
Recasens 2021

Expression

+

+ + + 4+ + +

-et+
-et+
-et+

Conséquences sur la prolifération
DYRKZ1A + inhibe prolifération

DYRKI1A + inhibe prolifération

DYRKZ1A + inhibe prolifération

DYRKI1A + inhibe prolifération

DYRKZ1A + inhibe prolifération

DYRKI1A + inhibe prolifération

DYRKZ1A et DYRKZ1B + inhibe prolifération

DYRKZ1A + inhibe prolifération / DYRKZ1A - stimule prolifération
DYRK1A + inhibe prolifération / DYRK1A - stimule I’entrée en phase S
DYRKZ1A + active prolifération / DYRKL1A - inhibe prolifération

DYRKZ1A + stimule prolifération

DYRKZ1A + stimule prolifération
DYRK1A + stimule prolifération
DYRKZ1A + stimule prolifération

DYRKZ1A + et - inhibe prolifération

DYRK1A - diminue le pool de cellules
DYRKI1A - inhibe prolifération

DYRKZ1A - inhibe prolifération (apoptose)
DYRKI1A - inhibe prolifération

DYRKZ1A - inhibe prolifération

DYRKI1A - inhibe prolifération (mort cellulaire)

DYRKI1A - stimule prolifération
DYRKZ1A - stimule prolifération
DYRKI1A - (60%) stimule prolifération ; DYRKZ1A - arréte prolifération

Modeles

Souris Ts65Dn

Souris Ts65Dn ; feetus humains

Lignée H19-7

Souris Ts1Cje et Ts2Cje

Lignée N2A ; cerveaux de souris électroporés in utero
Lignées SH-SY5Y

Lignées de glioblastomes humain, NSC murines

CP CBP de rat ; ilots CBP primaires humaines
NIH3T3, T98G, U20S, DW1990
PC12, ME poulet, télencéphale murin (Harmine ou EGCG)

Lignée de glioblastomes issues de patients

Lignée HNSCC
Souris Dyrk1A MHC
Cellules B de patients DS leucémiques

Lignées fibroblastes de patients Down Syndrome

Drosophile mutante mnb +/-

Drosophile mutante mnb +/-

PRM murins (Dyrk1A+/- et tgY AC152f7)

Cultures de neurosphére murines Dyrkla +/-

Souris DYRKZ1A +/- ; CP de cellules pancréatiques murines
Souris Dyrkla +/- et mMBACtgDyrkla

Lignée CBP humaine traitée a I'aminopyrazine

Lignée MMKU1 traitée par siRNA DYRK1A
U251 traités par ShRNA DYRK1A ou avec la L41
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Table 2 : Conséquences des variations d’expression de DYRKI1A sur la prolifération
cellulaire dans différents modeéles d’études. Ts65Dn : lignée murine de trisomie partielle pour
132 génes de la partie distale des chromosomes MMU16 et MMU17 ; Ts1Cje et TS2Cje:
lignées murine de trisomie partielle dont Dyrkla ; tgY AC152f7 : lignée murine de trisomie
pour les genes TTC3, DYRK1A et KCNJ6 ; lignée murine mBACtgDyrkla : comporte trois
copies du géne Dyrkla ; lignée murine Dyrk1A MHC : surexpression conditionnelle Dyrkla
dans le tissu cardiaque ; H19-7 lignée de progéniteurs hippocampaux immortalisés de rat ;
N2A : lignée de neuroblastome de souris ; PC12 : lignée de phéochromocytome de rat ; SH-
SY5Y : lignée de neuroblastome humain; NIH3T3: lignée de fibroblastes embryonnaires
murins ; T98G, MMK1 et U251: lignées de glioblastome humain; U20S: lignée
d’ostéosarcome humain ; SW1990 : lignée de cancer du pancréas humain ; HNSCC : lignée de
carcinome épidermoide de la téte et du cou humain ; NSC : cellules souches neurales ; PRM :
Progéniteurs de Rétine Murins ; CBP : Cellules B panréatiques ;; DS : Syndrome de Down ;
mnb : mini brain ; ME : Moélle Epiniére ; CP : Cultures Primaires ; MO : Morpholinos ; cKO :
Knock Out conditionnel ; Harmine, EGCG, L41 : Inhibiteurs pharmacologiques de DYRK1A.

3. Régulation de I’épissage alternatif

Parmi les cibles et interacteurs de DYRKL1A, on retrouve également plusieurs RBP (RNA
Binding Protein) régulant I’épissage alternatif. La premiére implication de DYRKZ1A dans ce
processus fut mise en évidence en 2006. Par surexpression de DYRK1A en cellules COS-7 via
un plasmide, I’équipe rapporte que le facteur SF3B1 est une cible directe de DYRKI1A,
phosphorylé sur son résidu thréonine 434 (Graaf et al., 2006). En plus de phosphoryler la
protéine MAPT (TAU), DYRK1A inhibe indirectement I’inclusion de I’exon 10 de MAPT par
guatre mécanismes : 1. en phosphorylant le facteur d’épissage ASF sur ses résidus sérine 227,
234 et 238 (Shi et al., 2008) ; 2. En phosphorylant le facteur SC-35 (SRFS2) (Qian et al.,
2013) ; 3. En phosphorylant le facteur SRp55 conduisant a une incapacité de ce dernier a se
localiser dans les « nuclear speckles » (Yin et al., 2012) ; 4. En phosphorylant le facteur 9G8
conduisant a sa localisation nucléaire (Ding et al., 2012). Cette inhibition d’inclusion de I’exon
10 de TAU conduit a la régulation de la balance d’expression entre les isoformes 3R et 4R de
MAPT dans le cerveau, balance dont la dérégulation est suspectée de conduire a différentes

Tauopathies.
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4. Régulation de la transcription

Le role de DYRK1A dans la régulation de la transcription est également avéré et différents
modes d’action ont pu étre découverts a ce jour. En effet, DYRK1A présente un grand nombre
de cibles pouvant réguler I’expression génique a différents niveaux en agissant par exemple sur
la structure de la chromatine, en modifiant I’activité de facteurs de transcription, en
interagissant avec I’ARN polymérase Il ou encore en modifiant certaines marques

épigénétiques.
a. Remodelage de la chromatine

L’ensemble des régulations ou modifications au niveau de la chromatine opérées par
DYRKZ1A sont indirectes. Le premier facteur de remodelage interagissant avec DYRK1A mis
en évidence est la protéine Arip4 (androgen receptor-inter-acting protein 4), une ADN hélicase
codée par un géne paralogue d’ATRX (une autre hélicase ADN associee a un syndrome de DI
lige a I’X) et notamment impliqué dans la régulation de I’expression de I’AR (Récepteur aux
Androgénes) (Sitz et al., 2004). De maniére intéressante, DYRKZ1A est capable d’induire la
cascade transcriptionnelle en activant I’AR via son interaction avec ARIP4 mais également
indépendamment de son activité kinase. Plus tard, en utilisant un modéle murin comportant un
YAC exprimant les versions humaines des génes TTC3, KCNJ6 et DYRK1A, une équipe met
en évidence d’une part : une dérégulation de I’expression de genes regulés par les facteurs
REST/NRSF (REST/neuron-restrictive silencer factor) et, d’autre part, une liaison au complexe
SWI-SNF (un complexe de remodelage de la chromatine connu pour interagir avec
REST/NRSF) (Lepagnol Bestel et al., 2009). Les auteurs souligneront que la surexpression du
géne DYRK1A humain conduit dans le modéle murin & une augmentation du nombre de
transcrits Rest/Nrsf, modifiant ainsi I’équilibre d’expression des genes cibles et entrainant une

diminution de la taille des neurites chez les animaux.

b. Marques épigénetiques

L’implication de DYRKZ1A dans la régulation de marques épigénétiques est récente
mais deux mécanismes ont aujourd’hui été démontrés. Le premier concerne la phosphorylation
de I’histone H3 par DYRK1A (Jang et al., 2014). Les auteurs utilisent un systéeme de
surexpression de DYRKZ1A dans un modéle de fibroblastes murins mettant en évidence la
phosphorylation de I’histone H3 sur ses résidus thréonine 45 et sérine 57 par DYRK1A dans

des régions promotrices de génes régulés par la protéine HP1 (heterochromatin protein 1, un
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répresseur transcriptionnel). Ces phosphorylations inhibent le recrutement de HP1 au niveau de
ces séquences et entrainent une ouverture de la chromatine conduisant in fine a une activation
transcriptionnelle des genes concernés dont plusieurs sont impliqués dans la réponse
immunitaire. Récemment, DYRKZ1A fut relié a I’action de deux histones acétyle transférases :
p300 et CBP (ou CREBBP) (Li et al., 2018). Les auteurs mettent en évidence une interaction
directe, ainsi qu’une hyperphosphorylation de ces deux protéines en cas de surexpression de
DYRKI1A dans une lignee HEK293. De plus, un Chip-Seq réalisé dans une lignée T98G
démontre la présence simultanée des trois protéines sur 232 régions du génome. Enfin, I’équipe
montre que I’interaction de DYRKZ1A avec p300 et CBP permet la régulation transcriptionnelle
de plusieurs génes (DNAJC12, WNT11, DYNC1H1, ...) via acétylation de la lysine 27 de
I”histone H3 (H3K27).

c. Facteurs de transcription

Méme si DYRKZ1A est impliqué dans des mécanismes de remodelage de la chromatine
et de modification épigénétique, son réle de régulateur transcriptionnel passe également par son
interaction avec différents facteurs de transcription. DYRK1A a notamment été montré comme
phosphorylant CREB1 (CAMP Response Element-Binding Protein 1) et stimule son activité
transcriptionnelle, induisant la différenciation de progéniteurs hippocampaux (H19-7) (Yang et
al., 2001). DYRKZ1A active également I’activité transcriptionnelle de GLI1 en entrainant sa
rétention dans le noyau (Mao et al., 2002). Ce mécanisme passe par la phosphorylation de GLI1
sur son résidu sérine 408 situé dans une région NLS, provoquant sa rétention dans le noyau
(Ehe et al., 2017). GLI1 est un effecteur agissant en aval de la voie Hedgehog, une voie de
régulation clef du développement embryonnaire notamment connue pour son implication dans
le développement des membres dans laquelle le rdle de GLI1 est de réguler I’expression de
genes impliqués dans la prolifération et dans le déterminisme de différents types cellulaires. Un
autre facteur de transcription dont I’interaction avec DYRKI1A est bien caractérisée est la
protéine NFAT (Nuclear factor of activated T-cells). En 2006 une premiere équipe suggere que
la surexpression de DYRK1A blogue la voie calcineurine-NFAT (Arron et al., 2006) en
réduisant I’activité du facteur de transcription et cette inhibition par phosphorylation sera
confirmée en 2009 (Lee et al., 2009 ; Kuhn et al., 2009). Aujourd’hui, plusieurs protéines NFAT
codées par le méme géne différent par leur partie C-terminale (NFATcl, NFATc2, NFATc3 et
NFATc4) et DYRK1A augmente la translocation nucléaire de NFATc1 ainsi que sa stabilité en
diminuant son ubiquitination par phosphorylation sur ses résidus sérines 261, 278, 403 et 409

mais possede I’effet inverse sur de NFATc2 (Liu et al., 2017). Initialement décrit comme
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activateur de la transcription dans les cellules T, le role de NFAT dans le neurodéveloppement
par la voie calcineurine est notamment nécessaire a la croissance axonale et a la formation des
synapses (Nguyen et Giovanni, 2008). Le facteur REST est également un interacteur connu de
DYRKI1A. La protéine REST (REL Silencing Transcription Factor) se fixe sur les sites RE-1
(Responsive Element) et joue un réle de répresseur transcriptionnel, modulant I’expression de
génes codants pour des protéines synaptiques, des neurotransmetteurs ou encore des canaux
ioniques. REST est un activateur transcriptionnel de DYRK1A, mais DYRKI1A régule
également négativement la stabilité du facteur REST en le phosphorylant et conduisant a sa

dégradation par le protéasome (Lu et al., 2011).

d. DYRK1A et ARN polymerase Il

En 2015, une étude rapporte pour la premiére fois une interaction directe entre le domaine
His de DYRKI1A et I’ARN polymérase Il (Di Vona et al., 2015). Dans cet article les auteurs
proposent une phosphorylation du domaine CTD de I’ARN pol 11 sur ses residus sérines 2 et 5
(aa régulant I’activation de I’ARN pol I1) par DYRKZ1A. Apres analyse d’un Chip-seq réalisé
en cellules HelLa et T98G, I’équipe propose également que la protéine serait recrutée sur des
séquences promotrices comportant une séquence « TCTCGCGAGA ». Tres récemment, dans
un preprint trés récent (Di Vona et al., 2021, BioRxiv), cette méme equipe suggere apres une
analyse plus en profondeur des données Chip-Seq précédentes, un role majeur de DYRK1A
dans la régulation de la transcription de plusieurs protéines ribosomales et donc, un impact
indirect sur la traduction cellulaire globale. A I’heure actuelle, aucune autre étude n’a validé
ces régulations transcriptionnelles, sans doute en raison des types cellulaires utilisés lors des
expériences de Chip-Seq. L’interaction directe de DYRKZ1A avec I’ARN pol Il fut également
rapportée par analyse de spectrométrie de masse et Immunoprécipitations en cellules HeLa (Yu
etal., 2019). Les auteurs proposent un modeéle dans lequel DCAF7 stabilise DYRKZ1A sous la
forme d’un complexe nucléaire permettant aux deux protéines de se fixer a I’ARN pol Il et de
promouvoir une activité transcriptionnelle conduisant a la différenciation d’une lignée de

myoblastes (C2C12) par le biais de I’expression de génes myogéniques.

5. Autres roles de DYRK1A

Les actions de DYRK1A dans les processus cellulaires sont diverses et variées. En plus de
ses implications dans la régulation du cycle cellulaire, de I’apoptose, de I’épissage alternatif,

du remodelage de la chromatine, des marques épigénétiques et de I’activité transcriptionnelle,
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DYRKZ1A possede également des cibles et interacteurs impliqués dans d’autres processus tels
que : le métabolisme car DYRK1A phosphoryle par exemple la protéine CRY2 régulant
partiellement les oscillations circadiennes moléculaires (Kurabayashi et al., 2010); Le
cytosquelette neuronal avec comme vu préecédemment une regulation de la balance des
isoformes 3R et 4R de MAPT (TAU), mais également une phosphorylation de la B-tubuline
(Mc Kenney et al., 2016), de SEPT4 (Septine 4)(Sitz et al., 2008) et d’APP (Ryoo et al., 2008) ;
La fonction synaptique par phosphorylation de DNM1 (Dynamine 1) (Huang et al., 2004), de
I’AMPH1 (Amphiphysine-1) (Murakami et al., 2006) de SYNT1 (Synaptojanine 1) (Chen et
al., 2014), du récepteur au glutamate GIuN2A (Grau et al., 2014) ou encore la régulation du
transport axonal de certaines protéines comme APP (Bessone et al., 2021, Preprint BioRxiv).

7) Modeéles animaux de DYRK1A

Au vu du réle majeur de DYRKI1A dans la cellule mais également en raison de son
implication en pathologie humaine, plusieurs modeles animaux furent générés dans le but

d’étudier les conséquences de son inactivation ou de sa surexpression.

1. Drosophila melanogaster

La premiere mouche (Drosophila melanogaster) mutante porteuse d’une inactivation d’un
des alleles du géne mnb codant pour I’homologue de DYRK1A fut générée en 1984 et présentait
une diminution de la complexité des lobes optiques ainsi que de la taille globale du cerveau
(K.F Fishbach et M. Heisenber 1984). L’inactivation des deux alléles mnb chez la mouche est
Iétale avant le stade « pupe ». Ces observations primaires seront validées plus tard par d’autres
équipes qui affineront également le phénotype de ces mutants en mettant par exemple en
évidence une diminution du nombre de neurones due a une baisse de prolifération des cellules
progeénitrices (Tejedor et al., 1995). Le phénotype sera également complété par une diminution
globale de la taille du corps au moins partiellement due au role de régulation transcriptionnelle
de mnb dans la voie Yki (Degoutin et al., 2013), une voie majeure d’activation de la
transcription chez la mouche conduisant a I’expression de genes de croissance et de
prolifération cellulaire. Enfin, une étude plus récente met en évidence que dans les précurseurs
neuronaux, mnb a pour réle d’entrainer une sortie du cycle cellulaire en régulant le facteur
Dacapo (I’homologue de CDKN1B), facilitant la différenciation des cellules en neurones

(Shaikh et al., 2016). Les auteurs rapportent chez les mouches mutantes mnb une prolifération
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mais également une augmentation de la mort cellulaire, expliquant la diminution de la taille du

cerveau.

2. Mus Musculus
a. Dans le cadre d’une surexpression de Dyrkla

Le modele souris reste le modéle animal le plus utilisé dans I’étude du r6le de DYRK1A.
Il fut utilisé dans un premier temps pour investiguer les conséquences de sa surexpression
dans le contexte du SD dont les patients sont porteurs de trois copies fonctionnelles de
DYRK1A. Plusieurs modéles murins porteurs d’insertions de tailles variables furent générés.
Certains comportent en effet la totalité des génes homologues humains de la DSCR-1
(modéle Ts65Dn), d’autres comportent en trois exemplaires quelques génes seulement
comme le modéle Tg(CEPHY152F7)12Hgc créé par insertion d’un YAC contenant les
genes TTC3, DYRK1A et KCNJ6 humains. Enfin, le modele Tg(Dyrk1a)189N3Yah géneré
a I’ICS (Institut Clinique de la Souris), comporte uniquement I’insertion d’une troisieme
copie du géne Dyrkla murin (Guedj et al.,, 2012). De maniére trés synthétique, la
surexpression de Dyrkla dans le modéle murin entraine des anomalies au niveau cérébral
(pas de micro ou macrocéphalie, ventricules cérébraux et hippocampe plus grands), au
niveau moléculaire (dégénérescence des neurones cholinergiques, niveaux d’APP et de
MAPT (TAU) hyperphosphorylé augmentés), mais également au niveau comportemental
(troubles de I’apprentissage, troubles de la mémoire a long terme et de la mémoire spatiale,
troubles cognitifs) récapitulant certains phénotypes cognitifs retrouvés chez les patients DS
et soulignant I’importance de DYRK1A dans ce syndrome et comme cible thérapeutique
potentielle. En effet, plusieurs études ont pu mettre en évidence la correction de différents
phénotypes des souris Ts65Dn en inhibant DYRK1A (Laguna et al., 2013 ; Jiang et al.,
2015). Une des plus récentes a pu montrer une correction partielle des phénotypes cognitifs
et moléculaires des souris Ts65Dn grace a I’utilisation d’une molécule pharmacologique
inhibant I’activité kinase de DYRK1A : le F-DANDY (hydroxy derivatives of 3,5-diaryl-

7-azaindoles) (Neumann et al., 2018).

b. Dans le cadre diminution d’expression de Dyrkla

Des modeles murins présentant une diminution d’expression de Dyrkla furent
également générés (Table 3) pour mieux comprendre le rdle de la kinase, notamment sur le

développement du cerveau. On sait que les souris double mutantes (Dyrk1A -/-) présentent des
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retards de développement et de croissance avec une réduction globale de la taille du corps. Cette
double mutation est également Iétale a I’état embryonnaire entre E10,5 et E13,5 en raison des
défauts de maturation du systeme nerveux (Fotaki et al., 2002). Les souris porteuses d’une
mutation perte de fonction dans Dyrk1A a I’état hétérozygote (Dyrk1A +/-) sont biologiquement
viables et présentent plusieurs phénotypes cellulaires. Au niveau macroscopique, on retrouve
chez les souris mutantes une microcéphalie primaire ainsi qu’un retard de croissance post-natal
systématique, des troubles dans les fonctions neuromusculaires chez les souriceaux (Fotaki et
al., 2002 ; Arranz et al., 2019) et une susceptibilité accrue a I’épilepsie induite par le froid ou
le PTZ (Souchet et al., 2014 ; Raveau et al., 2018 ; Arranz et al., 2019). Les analyses d’imagerie
et histologiques mettent en évidence une augmentation de la taille des ventricules et une
diminution ou absence du corps calleux (Levy et al., 2021). On notera que ces atteintes
macroscopiques résument la symptomatologie retrouvée chez les patients.

Au niveau histologique ces souris hétérozygotes montrent une diminution de
I’arborisation dendritique dans les neurones pyramidaux (Benavides-Piccine et al., 2005) et de
la formation globale de dendrites et d’épines dendritiques (Dang et al., 2018). Une altération de
la balance Glutamate/GABA fut observée, avec une augmentation de la proportion de neurones
gabaergiques et de synapses excitatrices dans le néocortex (Arranz et al., 2019). Ces
observations semblent confirmer I’effet protecteur de DYRKL1A dans la susceptibilité a
I*épilepsie, DYRKI1A inhibant le développement de neurones glutamatergiques. Enfin, de
nombreux phénotypes comportementaux ont également pu étre mis en évidence tels qu’une
hypoactivité générale (Fotaki et al., 2004), une diminution de la mémoire de travail (Arque et
al., 2008), des changements dans les vocalisations (Scattoni et al., 2008) ainsi qu’une baisse de
la sociabilité (Raveau et al., 2018) rappelant certains éléments retrouvés chez les patients
DYRKI1A atteints de TSA.
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Auteurs

Fotaki 2002
Fotaki 2004

Benavides-Piccione 2005

Arque 2008
Arque 2009
Ferron 2010
Guedj 2012
Barallobre 2014
Rachdi 2014
Souchet 2014
Thompson 2015
Raveau 2018
Arranz 2019
Levy 2021

Génotypes

Dyrkla +/- et -/- constitutif

Dyrkla +/- constitutif
Dyrkla +/- constitutif
Dyrkla +/- constitutif
Dyrkla +/- constitutif
Dyrkla +/- constitutif
Dyrkla +/- constitutif
Dyrkla +/- constitutif
Dyrkla +/- constitutif
Dyrkla +/- constitutif
Dyrkla +/- constitutif
Dyrkla +/- constitutif
Dyrkla +/- constitutif

Dyrkla +/- et -/- cKO cortex

Phénotype

Létalité embryonnaire (-/-) ; microcéphalie (+/-) ; comportement anxieux (+/-)

Défauts du développement moteur, hypoactivité

Neurones pyramidaux plus petits et moins branchés

Altérations de la mémoire spatiale

Altérations musculaires (traction, réflexe préhensile), diminution du CA1-CA3

Diminution de la prolifération, augmentation du nombre de cellules apoptotiques

Microcéphalie, défauts dans les structures cérébrales et couches corticales

Microcéphalie, moins de neurones, apoptose des neurones

Intolérance au glucose, diminution de la prolifération des cellules Beta

Susceptibilité a I'épilepsie

Promotion des cellules en quiescence

Défauts de cognition, vocalisation, sociabilité ; susceptibilité a I'épilepsie

ASD, épilepsie, augmentation de la densité des neurones, défaut dans la balance synapses inhibitrices/excitatrices
Microcéphalie, diminution taille des soma, ASD, hypophosphorylations (mTOR, S6, ERK1, ERK2)

Table 3 : Récapitulatif des principaux modeles murins présentant une diminution d’expression de Dyrkla.
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3. Autres modeles : poulet, poisson zebre et xénope

Le réle de DYRK1A fut également étudié dans d’autres modeles de vertébrés. Par méthode
d’électroporation in ovo en 2011. Hammerle et al. ont étudié les conséquences d’une
surexpression ou inhibition de Dyrkla sur la prolifération cellulaire dans la moelle épiniére
d’embryons de poulet (Galus galus). En surexprimant DYRKZ1A par le biais d’une construction
plasmidique, les auteurs rapportent un effet antiprolifératif et un nombre de cellules
apoptotiques inchangé par rapport a la condition sauvage. En revanche, lors de I’utilisation
d’harmine, les auteurs constatent un effet hyperprolifératif ainsi qu’une augmentation
importante du nombre de cellules apoptotiques. Cette étude rapporte également une sortie
forcée du cycle cellulaire par induction de p27 (ou CDKN1B) en cas de surexpression ou
d’inhibition de DYRKZ1A, conduisant a une entrée précoce dans le processus de différenciation
neuronale (Hammerle et al., 2011).

Plus récemment, un modeéle poisson zébre (Danio rerio) porteur d’une inactivation de
I’orthologue de DYRK1A (Dyrklaa) a I’état homozygote fut généré (Kim et al., 2017). Les
poissons mutants présentent notamment une microcéphalie mais les auteurs rapportent un
certain nombre d’altérations comportementales telles que de I’anxiété et une diminution de
I’interaction et de la cohésion sociale. Enfin, par méthode d’ISH, Kim et al. démontre une
diminution de c-fos (un marqueur de I’activation neuronale). Finalement, en 2020, un modele
xénope (Xenopus tropicalis) porteur d’une perte de fonction de dyrkla a I’état hétérozygote fut
géneré (Willsey et al., 2020). Les auteurs rapportent une expression forte de I’ARNm dyrkla
dans les cellules en prolifération durant la neurogénése. Les animaux mutants présentent une
microcéphalie et notamment une diminution de la taille du télencéphale. Leur étude a permis
de mettre en évidence une ciliogéneése altérée chez les mutants, potentiellement causée par un
défaut de la dynamique des microtubules. De plus, les auteurs ont également réalisé une étude
transcriptomique en comparant les animaux sauvages aux mutant dyrkla, cette expérience a
révélé 294 genes différentiellement exprimés avec un enrichissement en GOterms pour la
réplication de I’ADN et le cycle cellulaire. Ces implications sont redondantes avec les fonctions
déja connues de DYRKZ1A et confirment son role prépondérant dans le développement chez les

vertébrés.
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[11. La DI liee a I’X causee par des mutations
du gene PQBP1

Le géne PQBP1 code pour la «Polyglutamine Binding Protein 1 » et est situé chez
I’Homme sur le chromosome X en position Xpl11.23. PQBP1 est impliqué en pathologie
humaine notamment dans un syndrome neurodéveloppemental : le Syndrome de Renpenning.
PQBP1 est également suspecté de jouer un réle dans certains syndromes neurodégenératifs tels

que la maladie d’Alzheimer ou la Chorée de Huntington.

1) Historigue et clinique

Le syndrome de Renpenning (SR) (ou syndrome : Sutherland-Haan ; Hamel ; Porteous ;
Golabi-Ito-Hall ; MIM300463) est une forme de DI syndromique mise évidence par Hans
Renpenning en 1962 (Renpenning et al., 1962). Les auteurs rapportent dans cette étude 20
patients issus d’une grande famille avec un retard mental « confiné aux hommes et transmis par
des femmes normales », suggérant un mode de transmission lié a I’X. Les causes moléculaires
du SR seront mises en évidence 40 ans plus tard par I’identification de variations perte de
fonction dans le gene PQBP1 (Kalscheuer et al., 2003). Dans cet article, les auteurs ont pu
décrire 21 patients de sexe masculin répartis dans 5 familles et tous porteurs d’une variation de
type insertion ou délétion d’un dinucléotide AG entrainant un décalage du cadre de lecture. Ils
mettent de ce fait en évidence un hotspot mutationnel correspondant a une répétition de 6
dinucléotides AG (AGs) dans I’exon 4. Par la suite, d’autres variants conduisant a des décalages
du cadre de lecture situés en dehors du hotspot AGe seront décrits (Lenski et al.,2004 ;
Stevenson et al., 2005 ; Cossée et al., 2006 : Lubs et al., 2006 ; Mart: nez-Garay et al., 2007 ;
Germanaud et al., 2011 ; Hu et al., 2016). Jusqu’a récemment, un seul variant faux-sens
(Tyr65Cys) etait rapporté chez 3 patients d’une méme famille (Lubs et al., 2006). La
modification de ce résidu tyrosine trés conservé dans le domaine WW de PQBP1 entraine la
perte d’interaction entre PQBP1 et un facteur d’épissage (WBP11 alias SIPP1) ainsi que les
potentielles régulations médiées par ce domaine (Mizugochi et al., 2016). Plus récemment, deux
autres variants faux-sens ont pu étre mis en évidence (Arg243Trp et Pro244Leu) cette fois-ci
dans le domaine C-terminal de la protéine (Redin et al., 2014 ; Hu et al., 2016). Si les prédictions
in silico plaident en faveur d’une pathogénicité de ces variants, seule la pathogénicité du variant
p.Pro244Leu fut démontrée. En effet, le changement Pro244Leu entraine incapacité de liaison
entre la protéine PQBPL1 et le facteur U5-15kDa (Liu et al 2020).
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Un patient porteur d’une duplication de 4,7Mb comprenant plusieurs dizaines de genes dont
PQBP1 fut également rapporté en 2011 (Flynn et al., 2010) et il existe a I’heure actuelle prés
d’une quarantaine de cas recensés sur la base DECIPHER (Firth et al., 2009) dont beaucoup
associes a des TND mais aucun comportant une duplication de PQBP1 seul. Les conséquences
d’une surexpression de PQBP1 chez I’Homme restent de ce fait aujourd’hui inconnues. Le SR
est un syndrome ultra rare avec seulement une trentaine de familles recensées dans la littérature.
Les patients atteints du SR présentent des manifestations cliniques communes avec
notamment : une microcéphalie primaire, un retard de croissance, une dysmorphie faciale (face
longue et triangulaire, sourcils épars, oreilles decollées, ...), une maigreur et une petite taille.
On notera également la présence de traits phénotypiques variables comme une atrophie
musculaire, des dysfonctions du palais ainsi que des anomalies génitales (Germanaud et al.,
2011 ; Abdled-Salam et al., 2018 ; Mameesh et al., 2019 ; Masih et al., 2020). Malheureusement
ces caracteristiques cliniques restent variables et sont retrouvées dans un tres grand nombre de
syndrome de DI génétiques. Elles ne permettent pas de ce fait d’orienter le diagnostic lors de la

consultation.

2) Expression et domaines de la protéine PQBP1

Le géne PQBP1 code pour la Poly Glutamine Binding Protein 1 (aussi connue sous le nom
de NPW38) et comprend 6 exons codants et 10 variants d’épissage ont actuellement été décrits.
Le transcrit de référence (NM_001032381.1) code pour une protéine longue de 265aa pour une
masse moléculaire d’environ 38kDa. La proteine comporte un domaine C-terminal conservé
chez les vertébrés mais sa sequence est unique et il n’existe pas d’homologues décrits (Okazawa
et al., 2001). PQBP1 est exprimé de maniére ubiquitaire (Waragai et al., 1999) avec une
prépondérance pour les tissus nerveux, en particulier le cortex et I’hippocampe. PQBP1 est en
particulier fortement exprimé dans les progéniteurs corticaux murins (ref L1 2013). Une équipe
chinoise a pu déemontrer une régulation transcriptionnelle de Pgbpl murin par le facteur SOX2
(Lietal., 2013). En effet, plusieurs séquences de fixation de SOX2 sont présentes dans la région
en aval du géne Pgbpl et cette régulation a pu étre validée par des expériences de genes
rapporteurs codant pour la luciférase. Concernant sa localisation, la protéine est décrite comme
largement nucléaire aprés IF en culture primaire de neurones murins (Wang et al., 2013) mais
semble également localisée au niveau des granules de stress cytoplasmiques des rhabdomeres
chez la drosophile (Wan et al., 2015) et dans les corps nucléaires des cellules de mammiferes
(Okazawa et al., 2002). Plusieurs domaines de PQBP1 ont pu étre décris (Figure 11). La

protéine longue de 265aa comporte un domaine WW (aa 48-82) qui permet I’interaction avec
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des régions riches en prolines présentes dans de nombreuses protéines (Sudol et al., 1996 ;
Macias et al., 2002). PQBP1 comporte également un domaine PRD (Polar Riche aa Domain ;
aa 104-163) (Okazawa et al., 2001) dont le role est d’interagir avec les régions polyglutamine
d’autres protéines (Imafuku et al., 1998 ; Okazawa et al., 2002). Une seéquence NLS (aa 175-
192), facilitant sa translocation dans le noyau et reconnue par le récepteur karyopherinf2
(Kapp2) est également présente (Lee et al., 2006). Enfin, la région C-terminale de PQBP1
baptisée CTD (C-terminal Domaine ; aa 192-265) confére a la protéine une capacité
d’interaction avec d’autres facteurs. D’autres cibles et événements de régulation ont pu étre
reliés a PQBPL1 et actuellement, 65 interacteurs sont décrits sur la base de données BioGRID.
Les r6les de PQBP1 concernent tout particuliéerement la régulation de la transcription et de
I’épissage alternatif et plusieurs modéles d’études ont a ce jour été utilisés pour comprendre ses
implications (Table 4).

G @EEETEES | s
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Figure 15: Représentation schématique de la protéine PQBP1 et de ses domaines. Les
positions en acides aminés sont indiquées en dessous.
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Auteurs

Waragai 2000
Okazawa 2002
Llorian 2004
Qi 2005

Ito 2009
Takahashi 2009
Tamura 2010
Wang 2013

Li 2013
Iwasaki 2014
Ito 2015

Yang 2020
Shen 2020

Liu 2020

Modeéles

Double hybride, levure

HEK293

COS-1, HeLA, HEK293

Souris

Souris cKO Pgbpl +/-

C. elegans (shRNA)

D. Melanogaster dPQBP1 +/-

CP neurones murins ; shRNA PQBP1
NSPCs murins

Xenopus laevis

Souris Pgbpl +/- cKO (nestin-Cre)
Souris Pgbpl +/- cKO (nestin-Cre)
SK-N-BE, CH murines cKO Pgbpl+/-
HelLa

Conséquences phénotypiques et moléculaires

PQBP1 interagit via son domaine CTD avec U5-15kDa

PQBP1 interagit avec I'ARN pol Il en cours de transcription

SPP1 interagit avec le domaine WW de PQBP1

Pgbp1l est exprimé dans le SNC avec un pic d'expression a la naissance
Augmentation d'expression de c-fos et de I'acétylation de I'histone H3

PQBP1 est impliqué dans le métabolisme lipidique

Diminution de la durée de vie et des capacités d'apprentissage

Pgbpl régule l'apoptose par épissage de Bcl-X via son interaction avec SF3B1
Sox2 régule partiellement I'expression de Pgbpl

Diminution d'expression de sox2 ; Défauts de neurodéveloppement
Microcéphalie, allongement du cycle cellulaire des NSPC

Diminution de : taille, masse osseuse, nombre de chondrocytes

PQBP1 régule positivement la synthese protéique en interagissant avec eEF2
PQBP1 transporte U5-15kDa au noyau et le variant P244L inhibe cette interaction

Table 4 : Principaux modeéles d’études de PQBP1

CP : Culture Primaire ; CH : Coupes Hippocampales.

COS-1: lignée de fibroblastes rénaux de singe immortalisés par le virus SV-40 ; HelLa : lignée du cancer du cancer du col de I’utérus humain ;
HEK?293 : lignee embryonnaire de rein humain ; NSPCs : cellules souches progénitrices neurales ; SK-N-BE : lignée de neuroblastome murin ;
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3) PQBP1 et régulation de la transcription

On sait que PQBP1 est capable de se lier a I’ARN Pol Il et semble avoir une affinité plus
importante lorsque cette derniére est phosphorylée, indiquant une interaction préférentielle en
cours d’élongation de transcription (Okazawa et al., 2002). Les auteurs ont également rapporté
que I’interaction de PQBP1 via son domaine CTD avec I’Ataxinl (Atxnl) diminue le niveau
de phosphorylation de I’ARN Pol Il. Les auteurs rapportent également que le complexe
PQBP1/Atxnl-mutée (plus de 40 aa glutamine a la suite) conduit a une réduction du taux de
phosphorylation de I’ARN Pol Il et, in fine, a une diminution globale de son activité
transcriptionnelle. Chez la drosophile, la perte de fonction partielle de I’homologue de PQBP1
(insertion d’un transposon dans le premier exon de dPQBP1 conduit a une diminution de
I’espérance de vie des mouches mutantes, une diminution d’expression des génes codant pour
la sous unité NR1 du récepteur NMDA dans les neurones de projection ainsi qu’une baisse des

capacités d’apprentissage (Tamura et al., 2010).

La souris Pgbpl KO hétérozygote est létale (Iwasaki et al., 2014) et le premier modele
présentant une diminution d’expression est une souris transgenique exprimant de maniere
endogene et ubiquitaire un shRNA conduisant a une dégradation d’environ 50% des ARNm
Pgbpl (Ito et al., 2009). L’équipe a pu mettre en évidence de légeéres différences
comportementales comportant anxiété et cognition. Les auteurs soulignent une absence
d’augmentation d’expression c-fos (un marqueur de I’activité neuronale voyant son expression
augmentée en cas d’activité des neurones) chez les souris Pgbpl mutantes. Deux années plus
tard, deux modéles de KO conditionnels furent genérés. Ces modeles utilisent I’expression
d’une Cre sous le controle de deux promoteurs respectifs : le promoteur Nestin, permettant une
inactivation dans les cellules progénitrices et le promoteur et Synapsin conduisant a une
inactivation dans les neurones différenciés (Ito et al., 2015). Seul le modele Nestin-Cre présente
une forte microcéphalie indiquant que I’altération de Pgbpl dans les cellules progénitrices
conduit au phénotype de microcéphalie. On notera que les deux modeles présentent des
structures corticales inchangées. Les auteurs rapportent un allongement de la phase M au niveau
du cycle des NSC murines KO pour Pgbpl. Cet allongement du cycle cellulaire conduit a une
diminution du pool total de préecurseurs au moment de la neurogénese et de ce fait, a une
diminution du nombre de neurones. Les auteurs ont également développé un AAV codant pour
I’ARNm de PQBP1 humain, qui injecté a E10 conduit a un sauvetage du phénotype de
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microcéphalie et des atteintes comportementales. Une analyse transcriptomique réalisée sur
cultures de neurones a révélé un role essentiel de PQBP1 dans la stabilité de I’ARNm APC4,
un composant du complexe de promotion de I’anaphase (Anaphase Promoting Complex) aux
réles multiples, notamment trés impliqué dans la régulation du cycle cellulaire (Skaar et al.,
2009 ; Sivakumar et al., 2015). En utilisant les méme modeles KO conditionnels, cette équipe
a rapporté récemment que les souris Pgbpl cKOs présentent une petite taille ainsi qu’une
réduction de la masse osseuse liée notamment a des défauts de différenciation des ostéoclastes
(Yang et al., 2020).

4) Role de PQBP1 dans la régulation de I’épissage

La protéine PQBP1 est connue pour réguler la transcription des génes mais également leur
épissage, des processus cruciaux dans le bon déroulement du neurodéveloppement. On sait que
le domaine CTD de PQBPL1 interagit notamment avec la protéine U5-15kDa (ou TXNL4A ;
SnRNP15) du spliceosome via un motif YxxPxxVL (Waragai et al., 2000 ; Mizuguchi et al.,
2014 ; Mizuguchi et al., 2016 ; Liu et al., 2020). Dans ces travaux les auteurs décrivent PQBP1
comme un facteur adapteur, permettant de faciliter le transport de U5-15kDa au noyau mais
également comme un potentiel facteur de recrutement ou de stabilisation d’autres protéines
d’épissage (Okazawa et al., 2002,). En plus d’interagir avec U5-15kDa, PQBP1 régule
I’épissage alternatif de plusieurs cibles via une interaction avec le facteur SF1B3 (un composant
du complexe snRNP-U2) (Wang et al., 2013). Les auteurs ont démontré que PQBP1 régule
I’épissage alternatif d’ARNmM codant pour des facteurs apoptotiques comme le facteur Bcl-X,
une protéine transmembranaire présente dans la membrane mitochondriale. Ce dernier existe
sous deux isoformes, la plus longue (Bcl-xL) permet d’inhiber le relargage de molécules telles
que le cytochrome C et possede donc un role anti apoptotique. La plus courte (Bcl-xS) a
I’inverse possede un réle inhibiteur de Bcl-xL et a donc un role pro-apoptotique. De ce fait, les
auteurs décrivent I’inactivation de PQBP1 comme favorisant la forme pro-apoptotique Bcl-xS
soulignant son implication dans la régulation du processus d’apoptose. Cette interaction entre
PQBP1 et SF1B3 semble nécessaire a la reconnaissance specifique de sites d’épissage et
entraine notamment en cas de déplétion de Pgbpl dans des cultures primaires de neurones
murins (ShRNA transduits a I’aide de lentivirus) une diminution de la croissance dendritique.
Dans les embryons de X. Laevis, une équipe a pu confirmer I’interaction de PQBP1 avec
WBP11, un facteur d’epissage exprimé durant le developpement embryonnaire de I’animal
(lwasaki et al., 2014). De plus, I’inactivation partielle de pgbpla et pgbplb par MO mais

également leur surexpression durant le développement du xénope conduit a une diminution

78



d’expression de sox2 ainsi qu’a des malformations de la plaque neurale et des défauts de
gastrulation et neurulation. Cette étude a pu démontrer que PQBP1 diminuait la réponse au FGF
en forcant I’inclusion de I’exon 8a lors de I’épissage de I’ARNm codant pour la protéine FGF-
2. Cette regulation d’épissage a pour consequence la synthese de deux récepteurs différents
FGFR2I11b et FGFR2llIc, réepondant a des ligands différents : respectivement FGF1-3 -7-10 et
22 pour FGFR2I11Ib et FGFR2-4-6-8-9-17 et 18 pour FGFR2llIc (Gong et al., 2014). La perte
d’équilibre de cette balance entre les deux récepteurs est ainsi suspectée de contribuer a
I’apparition de phénotypes développementaux. Plus récemment, une équipe a etudié chez la
drosophile les conséquences du décalage du cadre de lecture causée par une insertion ou
délétion au niveau du hotspot mutationnel dans PQBP1 (Zhang et al., 2017). Les auteurs ont pu
mettre en évidence que le nouvel épitope C-terminal synthétisé interagissait préférentiellement
avec la protéine FMRP non phosphorylée, conduisant a son ubiquitination et stimulant de ce
fait sa dégradation. Tres récemment, une équipe a pu monter que la conformation des protéines
PQBPL1 tronquées était plus compacte que la protéine sauvage conduisant également a leur
dimérisation (Chen et al., 2021). La protéine PQBP1 est décrite comme intrinsequement
désordonnée et la présence de dimeres semble s’expliquer par une fonction auto inhibitrice de
dimérisation du domaine CTD qui est absent chez ces mutants. Les protéines PQBP1 perdent
de ce fait leurs capacités régulatrices, notamment liées a I’interaction avec I’ARN Pol Il et les
différents facteurs d’épissage.

5) PQBPL1 et troubles neurodégénératifs

La proteine PQBP1 est largement décrite dans le cadre de son réle dans le SR notamment
de par ses activités de régulation de la transcription et de I’épissage. Plusieurs études rapportent
une implication potentielle de PQBP1 dans d’autres contextes comme les troubles
neurodégéneratifs. En effet, certaines proteines impliquées dans des troubles neurodégenératifs
ont été montrées comme interagissant avec PQPB1. Par exemple, la protéine Atxnl (codée par
le géne SCAL et impliquée dans I’ataxie cérébelleuse de type 1) interagit directement avec
PQBP1 au niveau des corps d’inclusion nucléaires dans les neurones et pourrait jouer un réle
physiopathologique dans le cas d’un patient exprimant une Atxnl mutée (Okazawa et al., 2002).
On sait également que PQBP1 est capable d’interagir avec HTT, la protéine impliquée dans la
maladie d’Huntington (Waragai et al., 1999). Enfin, PQBPL1 interagit avec la protéine SRRM2
dans les cultures primaires de neurones murins au niveau des nuclear speckles (Tanaka et al.,
2018). La perte d’interaction entre ces deux protéines dans les modéles d’étude de la maladie

d’Alzheimer murins (souris exprimant des versions mutées des genes APP et PSEN1) entraine
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une perte de stabilité de PQBP1 conduisant a des défauts d’épissages alternatifs dans la synapse.
Les auteurs ont également pu démontrer que I’injection d’AAV-PQBP1 permettait de restaurer
le phénotype de diminution de densité des dendrites observé au préalable chez les animaux
malades. On peut également noter qu’une souris transgenique surexprimant PQBP1 humain fut
également généreée et a conduit a la mise en évidence d’un phénotype neurodégenératif (Okuda
etal., 2003). Ces souris ont en effet présenté une atteinte tardive et graduelle des moto neurones
ainsi qu’une diminution du nombre de cellules de Purkinje dans le cervelet. Ces résultats vont
donc egalement dans le sens d’une implication de PQBP1 dans certains troubles

neurodégéneratifs.

6) Autres implications de PQBP1

Chez C. Elegans I’expression de pgbp-1.1 est ubiquitaire durant toute la vie de I’animal
mais majoritaire dans le tractus intestinal. Une équipe a pu montrer que la répression de pgbp-
1.1 par shRNA conduit a des défauts d’incorporation des triglycérides, suggérant I’implication
de la protéine dans le métabolisme lipidique. Ces défauts d’incorporation ont également été
validés par la méme équipe dans des cultures d’adipocytes murins, suggérant une explication
au moins partielle au retard de croissance général et au corps fin des patients (Takahashi et al.,
2009). Une autre étude rapporte une potentielle interaction du domaine CTD de PQBP1 avec
I’ADNCc du virus VIH (Virus d’Immunodéficience Humaine) qui déclencherait une réaction
immunitaire meédiée par la protéine IRF3 dans les cellules dendritiques (Yoh et al., 2015).
PQBP1 est egalement suspecté d’étre impliqué dans certaines maladies coronaires (Talukar et
al., 2016).

On sait également que PQBPL1 interagit avec la dynamine 2 et inhibe sa capacité de GTPase.
De ce fait, I’inactivation de Pgbpl dans des cultures primaires de neurones hippocampiques de
rat conduit a des anomalies de morphologie du cil primaire, également retrouvées dans le cortex
de souris mutantes in vivo (Ikeuchi et al., 2013). Il est intéressant de noter que ce groupe n’a
également pas vu de différence significative au niveau du nombre de cellules entrant en
apoptose (marquage TUNEL), que ce soit dans les zones ventriculaires ou dans la zone corticale

durant le developpement.
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OBJECTIFS DE LA
THESE







La deficience intellectuelle (DI) est un trouble du neurodéveloppement (TND) affectant
1 a2 % de la population et la premiére raison de consultation génétique. Les causes génétiques
de la DI sont variées et extrémement hétérogenes, elles peuvent concerner des anomalies de
nombre ou de structure des chromosomes, des variations du nombre de copies ou des anomalies
ponctuelles affectant un seul géne et conduisant a une perte partielle ou totale de la fonction de
la protéine. A I’heure actuelle plus de 1000 génes ont pu étre associés a un syndrome de DI.
L’avenement du séquencage d’exome a visée diagnostique a permis ces derniéres annees
d’améliorer de fagon tres importante I’identification de variants pathogénes chez les individus
avec DI et d’augmenter le taux de diagnostic moléculaire. L’obtention d’un diagnostic
étiologique précis et précoce est primordial pour les familles afin d’étre en mesure de proposer
une prise en charge adaptée de la DI chez le jeune enfant et éventuellement une approche
thérapeutique s’il en existe. Malgré ces progrés importants en matiére de diagnostic
moléculaire, deux problématiques majeures subsistent :
1) L’interprétation des nombreux variants identifiés, pour un certain nombre de variants (pour
beaucoup des variants faux-sens), le faisceau d’arguments n’est pas suffisant pour conclure. Le
variant est classe en tant que Variant de Signification Inconnue (VSI) et les familles concernées
restent en errance diagnostique tant que ces variants ne sont pas reclassés.
2) Du fait du nombre de genes impliques, chaque forme monogénique de DI représente une
maladie ultra-rare, dont pour la plupart les mécanismes physiopathologiques ainsi que les voies
cellulaires impliquées sont généralement mal connus. Pour améliorer la prise en charge des
jeunes patients et envisager des approches thérapeutiques, il est donc primordial de mieux
caractériser les conséquences de ces mutations lors du developpement du cerveau.
Mon travail de doctorat s’est partagé entre ces deux problématiques. Mes objectifs étaient :

- De développer des approches expérimentales robustes afin de prouver le caractere
pathogene ou bénin de VSl identifiés dans un des genes les plus fréeqguemment muté dans
la DI, le géne DYRK1A mais également dans PQBP1, un second gene impliqué dans des
formes de DI liées a I’X.

- De caractériser les consequences moléculaires et cellulaires de I’inactivation de
DYRK1A et PQBP1 par interférence ARN dans un modéle de progéniteurs neuronaux
humains afin de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques impliqués.

- De contribuer a la finalisation d’autres projets tels que la validation de I’effet de VSI
dans le gene NLGN3

Enfin, j’ai également eu la chance de pouvoir participer a plusieurs projets au sein de mon

équipe mais également en dehors.
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interpret DYRKIA variants, leading to a
frequent neurodevelopmental disorder
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Résumé

Le syndrome DYRK1A est une des formes de DI les plus fréquentes et représente pres
de 0,5% des patients DI. DYRK1IA code pour une kinase a double spécificité Tyrosine et
Serrine/Thréonine extrémement conservée au court de I’évolution. Les premiéres variations
perte de fonction identifiées chez des patients DYRK1A furent des évenements de type
translocations et microdélétions. En plus de révolutionner I'identification de nouveaux génes
impliqués dans la DI, le séquengage d’exome a permis de mettre en évidence plusieurs
dizaines de variations ponctuelles (décalages du cadre de lecture, non-sens, petites
insertions/délétions, variants d’épissage et faux-sens) dans le géne DYRK1A. De maniére
globale, I'interprétation de ces variants est devenue un enjeu majeur pour les laboratoires de
diagnostic génétique, notamment concernant les variants faux-sens. Malgré le
développement d’outils informatiques permettant de prédire I'impact délétére des variants
sur la fonction de la protéine, plus de 10% de ces variants restent a I’heure actuelle classés
comme VSI. Le développement de tests fonctionnels permettant de caractériser |'effet des VSI
permet d’'une part de mettre fin au phénomene d’errance diagnostic des familles et d’autre
part, de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques associés aux pathologies.

L’objectif de ce travail était de développer une approche permettant de tester I'impact
de n’importe quel variant identifié¢ dans DYRKIA afin de pouvoir conclure a son effet
pathogene ou son caractére bénin. Ce travail a débuté par le développement d’un score
clinique spécifique au syndrome DYRK1A (CSpryk1a) par Amélie Piton, Benjamin Durand, Marie
Vincent et Marjolaine Willems, grace a une étude approfondie des traits phénotypiques
retrouvés chez 32 individus atteints. Ce score permet d’évaluer si le phénotype d’un patient
est évocateur ou non du syndrome DYRK1A. J'ai pu en parallele étudier I'impact fonctionnel
de 17 variants identifiés chez des patients DYRK1A, en modéle cellulaire. J’ai dans un premier
temps observé I'effet de ces variants au niveau de ’ARNm muté dans des cultures primaires
de fibroblastes de patients et ai pu observer une dégradation de certains par le systéme NMD,
des effets sur I'épissage alternatif conduisant a des décalages du cadre de lecture ou encore
une absence d’effet sur la stabilité de ’ARNm pour les variants faux-sens. J’ai dans un second
temps surexprimé les protéines DYRK1A sauvage et porteuses des variants étudiés dans
différents modeles cellulaires (HelLa, COS-1 et HEK293) afin d’étudier leurs impacts a différents

niveaux. En effet, j’ai pu observer pour une majorité d’entre eux une diminution du niveau
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d’expression des protéines mutantes, causée par une dégradation prématurée par le
protéasome. J’'ai également pu montrer que la plupart des variants n’avaient pas d’effet sur la
capacité de la protéine a se localiser dans le compartiment nucléaire de cellules HeLa mais
gue l'un d’entre eux conduisait a un phénotype d’agrégation dans les cellules. Par la suite, je
me suis intéressé a I'impact de ces variants sur la capacité des protéines mutantes a réaliser
le processus d’autophosphorylation sur le résidu Tyr321, prérequis indispensable permettant
a I’enzyme de passer sous sa forme de kinase active. J'ai de ce fait pu montrer que la plupart
des variants inhibaient ce processus. Jai également pu valider que [I'absence
d’autophosphorylation des protéines mutantes était bien corrélée avec une perte totale de
I'activité kinase, en étudiant la capacité des protéines mutantes a phosphoryler MAPT (TAU),
une cible bien connue de DYRK1A. Pour finir et étant donné I'implication de DYRK1A dans la
régulation de phénomeénes épigénétiques, nous avons réalisé une collaboration avec Rosanna
Weksberg et Eric Chater-Diehl dans le but d’identifier une potentielle signature épigénétique
associée au syndrome DYRK1A. Apres analyse du méthylome d’ADN extrait a partir
d’échantillons de sang de patients controles ou porteurs de variations pathogénes DYRKIA,
nos collaborateurs ont pu mettre en évidence une signature épigénétique forte comprenant
preés de 402 CpG différentiellement méthylés chez les patients DYRK1A. De ce fait, ils ont dans
un second temps étudié la ségrégation des ADN extraits a partir de sang de patients porteurs
de VSI dans DYRKI1A et ont évalué I'effet déléteére des VSI en fonction de leur clusterisation
avec les échantillons contréles ou ceux des patients DYRK1A. Nous avons pu montrer que la
classification des variants réalisée par analyse du méthylome correspondait aux observations
et conclusions réalisées sur les modeles cellulaires. Cependant, suite aux analyses
épigénétiques, un VSI (p.Gly486Asp) fut proposé comme potentiel gain de fonction. Etant
donné I'absence d’effet de ce variant sur la capacité de la protéine mutante a phosphoryler
MAPT (TAU) en modele cellulaire, I'effet de ce variant reste a I’'heure actuelle indéterminé.
Pour conclure, nous avons pu développer au cours de ce projet une approche
multidisciplinaire permettant de mieux interpréter les variants identifiés dans le ggene DYRK1A.
De ce fait, nous avons pu a la suite de ce travail conclure quant a la pathogénicité ou au

caractere bénin de 12 VSI sur 13 testés initialement.
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ABSTRACT

PURPOSE: DYRK1A syndrome is among the most frequent monogenic forms of intellectual disability (ID).
We refined the molecular and clinical description of this disorder and developed tools to improve
interpretation of missense variants, which remains a major challenge in human genetics.

METHODS: We reported clinical and molecular data for fifty individuals with ID harboring DYRK1A

variants and developed i) a specific DYRK1A clinical score, ii) amino acid conservation data generated from
one hundred of DYRK1A sequences across different taxa, iii) in vitro overexpression assays to study level,

cellular localization, and kinase activity of DYRK1A mutant proteins, and iv) a specific blood DNA

methylation signature.
RESULTS: This integrative approach was successful to reclassify several variants as pathogenic. However,
we guestioned the involvement of some others, such as p.Thr588Asn, still reported as likely pathogenic, and
showed it does not cause an obvious phenotype in mice.
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CONCLUSION: Our study demonstrated the need for caution when interpreting variants in DYRK1A, even
those occurring de novo. The tools developed will be useful to interpret accurately the variants identified in
the future in this gene.

Integrative tools to interpret variants causing DYRK1A syndrome

1. Clinical score specific to 2. Test expression, localization, 3. Identification of a blood
DYRK1A syndrome kinase activity of mutant proteins  specific episignature
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INTRODUCTION

Intellectual disability (ID) and autism spectrum disorder (ASD) are two highly heterogeneous groups
of neurodevelopmental disorders (NDD) with substantial genetic contributions which overlap strongly both
at the clinical and genetic levels. More than one thousand genes have been implicated in monogenic forms
of NDD, with an important contribution of autosomal dominant forms caused by de novo variants *. One of
these genes, DYRKI1A (dual-specificity-tyrosine-phosphorylation-regulated-kinase-1A)?, located on
chromosome 21, is among the genes the most frequently mutated in individuals with ID 1,

The first DYRK1A disruptions were identified in individuals with intrauterine growth restriction
(IUGR), primary microcephaly and epilepsy 3. Few years later, the first frameshift variant was described in
a patient with similar features . The clinical spectrum associated with DYRK1A pathogenic variants (MRD7
for Mental Retardation 7 in OMIM) was further refined with the publication of additional patients,
presenting suggestive facial dysmorphism, severe speech impairment and feeding difficulty, while epilepsy
and prenatal microcephaly were not always present >=°. Pathogenic variants were also identified in cohorts
of individuals with ASD *°, but all have ID !. The DYRK1A gene encodes a dual tyrosine-serine/threonine
(Tyr-Ser/Thr) kinase composed of a central catalytic domain including Tyrosine-321, involved in DYRK1A



activation by autophosphorylation 2, two nuclear localization signal sequence (NLS), and additional
functional domains. DYRK1A is ubiquitously expressed during embryonic development and in adult tissues.
Its location is both cytoplasmic and nuclear and varies by cell type and stage of development 3. By the
number and diversity of its proposed protein targets, DYRK1A regulates numerous cellular functions
(reviews 1+1°), among them the MAPT (Tau) protein phosphorylated by DYRK1A on its Thr212 position 6.

High Throughput Sequencing (HTS) has revolutionized the identification of genetic variants for
diagnostic applications but a major challenge remains in the interpretation of the vast number of variants,
especially for highly heterogeneous disease such ID. A combination of genetic, clinical and functional
approaches, summarized by the American College of Medical Genetics and the Association for Molecular
Pathology (ACMG/AMP), are commonly used to interpret these variants 7. A significant proportion of the
variants, especially the missense variants, remain classified as variants of unknown significance (VUS,
according to ACMG/AMP) after the primary analysis. For autosomal dominant diseases with complete
penetrance such as DYRK1A syndrome, the de novo occurrence of a variant is a strong but not absolute
argument for pathogenicity, and the parents’ genotype is not always available. Clinical observations are
useful but could also lead to misinterpretation, as numerous ID-associated manifestations are unspecific.
Many tools have been developed to predict in silico the pathogenicity of missense variants but they remain
predictions and protein-specific functional tests are useful to confirm variants effect. DNA methylation
(DNAm) is also a powerful tool to test variant pathogenicity in disorders associated with epigenetic
regulatory genes. We discovered that pathogenic variants in these genes can exhibit disorder-specific DNAmM
signatures comprised of consistent, multilocus DNAm alterations in peripheral blood, useful for classifying
variants in these genes as pathogenic or benign 1821, DYRK1A has numerous targets, and while it is not
well-described as an epigenetic regulator, it has been shown to phosphorylate histone H3 and histone
acetyltransferase proteins 2222, Therefore, we hypothesized that pathogenic variants in DYRK1A might
generate a specific DNAm signature in blood.

We reviewed the clinical signs present in 34 individuals never reported and carrying deletions or
clearly pathogenic variants in DYRK1A to refine the clinical spectrum of DYRK1A syndrome. Based on these
data, we developed a score to help to recognize affected individuals and to interpret variants (reverse
phenotyping). In parallel, we developed in silico and in vitro approaches to assess variant effects on
DYRKZ1A function. Finally, we defined a DNAm signature specific to DYRK1A syndrome in patient blood.
We used this multifaceted approach to interpret 17 variants identified in patients with ID/NDD and
demonstrated its efficiency in optimizing accurate interpretation of variants.

METHODS
Patients and molecular analysis

Variants in DYRK1A (NM_001396.4) were identified during routine genetic analyses in individuals
referred to clinical genetic services for intellectual disability in France, Denmark and Switzerland: CGH-
array, DYRK1A coding regions sanger sequencing, targeted next generation sequencing of ID genes (TES)?*
26 trio or simplex clinical exome sequencing (CES) or exome sequencing (ES), and confirmed by an
additional method. Combined Annotation Dependent Depletion (CADD) and Nnsplice were used to predict
the effect of missense and splice variants respectively. Fibroblasts were established from skin biopsies for
Ind #1, #11, #22, #24, Bronicki#9 and Bronicki#10 and cultivated as previously described ?’. Paxgene blood



samples were collected for Ind #9, #18, #19 and #30. mRNA extraction, RNA sequencing, RT-PCR or g°PCR
(primers available on request) were performed as previously described 22,

Phenotypic analysis and clinical scoring

Clinical information and photographs were provided by the referring clinicians for the 44 individuals
reported here (Table S1) as well as for six individuals previously published (individuals Bronicki#2, #3, #8,
#9 and #10 and Ruaud#2)®’(n=50 individuals in total). Based on the most frequent signs and the
morphometric characteristics presented by the 34 individuals with truncating variants in DYRK1A, a clinical
score out of 20 was established (DYRKZ1A I, n=21 individuals with photographs available Table S2).
Clinical scores were calculated for this initial cohort plus a second cohort (replication cohort, DYRK1A R,
n=13) with individuals already described in previous publications >~ by experienced clinical geneticists, as
well as for individuals with other frequent monogenic forms of 1D, caused by pathogenic variants in DDX3X
(n=5), ANKRD11 (n=5), ARID1B (n=8), KMT2A (n=6), MED13L (n=5), SHANK3 (n=6) or TCF4 (n=6)
genes.

Definition of sets of missense variants and conservation analysis

To evaluate which tools are pertinent to predict effect of missense variants on the DYRKZ1A protein,
we used different sets of variants : 1) variants presumed to be benign (negative N-set, n=115) including
missense variants reported “benign” in ClinVar plus variants found more than once in GnomAD (november
2019 release), 2) variants reported as ““pathogenic”/“likely pathogenic” in Clinvar (positive P-set, n=16),
and 3) other variants reported here, in literature, or as VUS in Clinvar (test T-set, n=44)(Table S3). 123
orthologous sequences of human DYRKZ1A were extracted from the Ortholnspector database version 3.0.
and a multiple sequence alignment (MSA) was constructed using the Clustal Omega software. The MSA
was then manually refined to correct local alignment errors using the Jalview MSA editor 2°. The refined
MSA was used as input to the PROBE software®, in order to identify conserved regions in the sequences.
The sequences in the MSA were divided into five separate clades: Vertebrates, Metazoans, Protists, Plants
and Fungi.

In vitro analysis of variant effect on DYRK1A protein

DYRK1A expression plasmids (addgene #101770, Huen lab) were generated from the pMH-SFB-
DYRK1A vector containing the N-terminal FLAG-tagged human DYRK1A cDNA sequence (NM_001396.4).
Variant sequences were obtained by site-directed mutagenesis as described®!. Antibodies used are listed in
Supplementary Methods. HeLa, HEK293 and COS1 cells were maintained and transfected for 24h with
DYRK1A plasmids (for immunoflurorescence) or DYRK1A plasmids plus pEGFP-N1 plasmid (for Western
Blot) as previously done 312, For autophosphorylation analysis and DCFA7 (WDR68) interaction, proteins
were extracted from transfected HEK293 cells and immunoprecipitated with anti-FLAG antibody as
described3. Phosphorylated Tyr321 DYRK1A was visualized as described 3 and normalized by the level of
total DYRKZ1A protein. Kinase activity was investigated by co-transfecting DYRK1A and MAPT plasmids
(MAPT_OHu28029C_pcDNA3.1(+)-C-HA, geneScript) in HEK293 cells, adapted from 34 The level of
DYRK1A, MAPT and pMAPT (Thr212) proteins were normalized with GAPDH.

DNA methylation signature



Methylation analysis was performed using blood DNA from individuals with DYRK1A LoF variants
(n=16), split into signature discovery (n=10) and validation (n=6) cohorts, based primarily on whether age
at time of blood collection was available, and age- and sex-matched neurotypical controls (n=24). Whole
blood DNA samples were prepared, hybridized to the [llumina Infinium Human MethylationEPIC BeadChip
and analyzed as previously described 2, a total of n=774,590 probes were analyzed for differential
methylation. Standard quality control metrics showed good data quality for all samples except Ind#20.
Briefly, limma regression with covariates age, sex, and five predicted blood cell types identified a DNAmM
signature with a Benjamini-Hochberg adjusted p-value<0.05 and 10% methylation difference. Next, we
developed a support vector machine (SVM) model with linear kernel trained on including non-redundant
CpG sites 2 using the methylation values for the discovery cases vs. controls. The model generated scores
ranging between 0 and 1 for tested samples, classifying samples as “positive” (score>0.5) or “negative”
(score<0.5). Additional neurotypical controls (n=94) and DYRK1A LoF validation samples (n=6) were
scored to test model specificity and sensitivity respectively, and samples with pathogenic KMT2A (n=8) and
ARID1B (n=4) variants and DYRK1A missense and distal frameshift (n=11) variants were tested.

RESULTS
Identification of genetic variants in DYRKZ1A in individuals with 1D

We collected molecular and clinical information from 50 individuals with 1D (44 never reported and
six previously reported®’) carrying a variant in DYRK1A identified in clinical and diagnostic laboratories:
structural variants deleting or interrupting DYRK1A and recurrent or novel nonsense, frameshift, splice and
missense variants (Table 1, Figure S1). When blood or fibroblast samples were available, we characterized
the consequences of these variants on DYRK1A mRNA by RNA-sequencing and RT-gPCR (Figure S2,
Supplementary Text). For one variant, ¢.1978del, occurring in the last exon of the gene (Ind #18), the
mutant transcripts escape to nonsense mMRNA mediated decay (NMD) and result in a truncated protein
p.Ser660fs (or p.Ser660Profs*43) retaining its entire kinase domain (Figure S2F). The variants occurred de
novo in most of the cases (36/44), one was inherited from a mosaic father and parental DNA was not available
for the seven others.

Clinical manifestations in individuals with pathogenic variants in DYRK1A and definition of a clinical
score

We reviewed the clinical manifestations of the patients with truncating variants, except
p.(Ser660fs)(Table S1, Supplementary text). Recurrent features include, consistently with what was
reported >®811: moderate to severe 1D, prenatal or postnatal progressive microcephaly, major speech
impairment, feeding difficulties, seizures and especially history of febrile seizures, autistic traits and anxiety,
delayed gross motor development with unstable gait, brain MRI abnormalities including dilated ventricles
and corpus callosum hypoplasia and recurrent facial features (Figure 1A, Figure S3). We found genital
abnormalies as reported ® but no obvious renal anomalies. We noted the importance of skin manifestations
and especially atopic dermatitis. We used recurrent features to establish a “DYRKZ1A- clinical score”
(CSpbyrkia) 0On a 20 point scale (Figure 1A), which aims to reflect specificity rather than severity of the
phenotype. High scores, ranging from 13 to 18.5 (mean=15.5), were obtained for the individuals having a
pathogenic variant in DYRK1A described here (DYRK1A 1) or previously (DYRK1A _R) (Table S2, Figure
1B). The threshold of CSpyrkia >=13 appears to be discriminant between individuals with LoF variants in
DYRK1A (all >13) and individuals suffering from another form of ID (all<13) and is considered as “highly



suggestive” (13>CSpyrk1a>10: “intermediate”; CSpyrk1a<10:”poorly evocative”). A clinical score on 15
points without photograph is less discriminative (Figure S4).

In silico analysis of missense variant effects

We evaluated the discriminative power of the CADD score, commonly used in medical genetics ¢
to interpret missense variants in DYRK1A. If a significant difference in the CADD score distribution is
observed between the “benign” variants (N-set, see Methods) and those reported as “pathogenic” (P-set, see
Methods)(p-value<0.0001), a substantial proportion of the N-set variants still have a CADD score above
thresholds (20 or 25) usually used to define pathogenicity (Figure S5A). This could be explained by the high
degree of amino acid conservation of DYRK1A among vertebrates, and this could lead to over-interpretation
of pathogenicity. We performed sequence alignment with orthologs from different taxon (Figure S6) and
confirmed that using sequences from vertebrates only is not efficient to classify missense variants, as one
third of the N-set variants affect amino acids conserved in all species (Figure S5B, V=100%). Considering
conservation parameters going beyond vertebrates appears more discriminant (13/16 P-set and 1/115 N-set
variants are conserved in 100% of vertebrates, 90% of metazoan and 80% of other animals) (Figure S5B).

In vitro characterization of consequences of missense variants on DYRK1A protein

In order to test the consequences of the missense variants in vitro, we overexpressed wild-type (WT)
and mutant DYRKZ1A proteins in three different cell lines (HEK293, HeLa, COS1) including a truncating
pathogenic variant Arg413fs and a benign missense variant from gnomAD, Ala341Ser. A significant and
drastic decrease in DYRKL1A protein level (Figure 2A), due to a reduction of protein stability (Figure S7A),
was observed for the truncating Arg413fs and missense Asp287Val, Ser311Phe, Arg467GIn, Gly168Asp
and 11e305Arg variants in each cell type. None of the variants affects DYRKZ1A interaction with DCAF7
(WDR68) (Figure S7B). To be active, DYRKZ1A has to undergo an autophosphorylation on Tyrosine 321
12 To measure the level of active DYRKI1A protein, we detected phospho-DYRK1A (Tyr321) by
immunoprecipitation followed by immunoblot using anti-phospho-HIPK2, as previously described
$(Figure 2B). We confirmed that the three variants previously tested (Asp287Val, Ser311Phe and
Arg467GIn) abolish autophosphorylation 3%, as do the Gly168Ap and Ile305Arg variants. The Ser324Arg
DYRK1A variant showed only residual autophosphorylation. No effect on autophosphorylation was
observed for Arg255GIn, Tyrd62His, Gly486Asp and Thr588Asn. No effect was detected either for the
Glu366Asp amino acid change, but the analysis of patient’s blood mRNA showed that this variant
(c.1098G>T) affects splicing leading to a deletion of 49 amino acids p.lle318_Glu366del (Figure S2G). We
used this strategy to test additional variants reported in databases and showed that Arg158His, affecting a
highly conserved amino acid position but reported twice in GhnomAD, does not affect DYRK1A protein.
Ala277Pro, reported as pathogenic in ClinVar, as well as Gly171Arg, Leu241Pro and Pro290Arg, reported
initially as VUS in ClinVar, affect both DYRKZ1A level and autophosphorylation (Figure S8A-B, Table S3,
Figure S5B). None of the missense variants appears to affect DYRK1A cellular localization, contrary to
Arg413fs variant or changes in NLS domains (Supplementary Text, Figure S8C). However, we observed
an aggregation of DYRKZ1A proteins with the distal frameshift variant Ser660fs (Figure 2C), preventing a
correct measure of the protein and autophosphorylation levels.

Identification of a DNAm signature associated with DYRK1A pathogenic variants



To determine if DYRKI1A is associated with specific changes in genome-wide DNA methylation
(DNAm) in blood, we used methylation array analysis. We compared DNAm in blood for a subset
(discovery) of our cohort carrying pathogenic LoF variants in DYRK1A with age- and sex-matched
neurotypical controls and identified n=402 differentially methylated CpG sites corresponding to 165 RefSeq
genes (Table S4, Figure 3A-B). The sensibility and specificity of the score (0-1) derived from this signature
was validated using additional individuals with DYRK1A truncating variants (validation), additional controls
and individuals with pathogenic variants in other genes (Table S5; Figure 3C). Next, we scored the samples
with missense variants and found that six classified positively (p.Asp287Val, p.Ser311Phe, p.Arg467GlIn,
p.Glyl68Asp, p.lle305Arg and p.Ser324Arg) and three negatively (p.Arg255GIn, p.Tyrd62His,
p.Thr588Asn) (Figure 3B-C, Table S5, Figure S9). The sample with the distal frameshift variant p.Ser660fs
classified as DNAm positive, with a high score (0.92). The sample with the p.Gly486Asp variant clustered
out from both DYRK1A cases and controls and its methylation profile was even opposite to DYRK1A LoF
cases (increased methylation at sites decreased in LoF cases and vice versa, Figure S9, S11), suggesting this
variant might have a gain-of-function (GoF) effect. A notable feature of these GoF CpG sites is that they
tended to cluster together, as for instance in the HISTIH3E promoter (Table S4).

Integration of the different tools to reclassify variants

We integrated the clinical score, in silico predictions, functional assays results and DNAm score to
evaluate the pathogenicity of the variants and reclassify them according to ACMG/AMP categories (Figure
4, Table S6). We found that variants p.Glyl168Asp, p.Asp287Val, p.lle305Arg, p.Ser311Phe and
p.Arg467Gln, identified in individuals with intermediate to high CSpyrkia scores, led to reduced protein
level as well as an absence of autophosphorylation activity, which was previously described for three of
them 3337 All classified as DNAm-positive, definitively supporting their pathogenicity. For the p.Ser324Arg
variant, identified de novo in a patient with an intermediate CSpyrk1a Score, we observed only a slight
decrease of DYRKZ1A stability and a partial decrease of its autophosphorylation ability. The binary nature
of the DNAm signature, showing a positive score, definitively supports its pathogenic effect.

The p.Arg255GIn and p.Tyrd62His variants were identified in individuals with low CSpyrki1a Score,
they had relatively high CADD score (24 and 29.6) but affect amino acids not highly conserved. They had
no effect on protein level, autophosphorylation and cellular localization of DYRKZ1A and classified DNAmM-
negative, and were therefore both considered as likely benign. While parental DNA was not available to test
the inheritance of p.Arg255GIn, the variant p.Tyr462His occurred de novo. This individual has an affected
brother who does not carry the variant, and exome sequencing of the whole family failed to identify
additional promising variants, even taken into account the possibility of two different origins for the brothers.
This remains puzzling and WGS is ongoing for both to go further. Another de novo variant affecting the
same position p.Tyrd62Cys was identified in a girl with mild developmental delay, hypotonia and
hypermobility without facial dysmorphia, who finally obtained another molecular diagnosis (personal
communication Sander Stegmann, Maastricht University Medical Center). The p.Thr588Asn variant,
previously reported as likely pathogenic®, affects a mildly conserved amino acid and appears to have no
effect on mRNA or protein level and function, as described by others **2*". To go further, we tested the ability
of the mutant Thr588Asn DYRKZ1A to phosphorylate MAPT on its Thr212 and confirmed it does not affect
its kinase activity (Figure S10). Moreover, a knock-in mouse model generated for Thr588Asn failed to
present any decrease of kinase activity and any obvious behavioral phenotype (Supplementary Text, Figure
S12). In addition, if this variant was not reported in gnomAD, two other amino acid changes are reported at
the same position: p.Thr588Pro, (44 times including once at the homozygote state) and p.Thr588Ala (once).
All these arguments plus the fact that the patient’s DNAm signature was negative were convincing enough
to reclassify this variant as likely benign. The fact that it occurred de novo in a girl with a high CSpyrkia



(15.5/20) remains puzzling, while no additional promising variants were identified in trio-exome sequencing
data and no positive classification was found using ~20 DNAm signatures available. However, the girl also
presents additional manifestations unusual for DYRK1A syndrome such as truncal obesity.

Only one sample showed a DNAm profile different from both controls and individuals with
DYRK1A syndrome (Figure 3A, Figure S9 and S11). This individual has a low CSpyrkia, presenting
relative macrocephaly and ASD without ID and carries a de novo p.Gly486Asp variant. This variant was
previously reported in another individual with NDD 38, but it was not possible to obtain DNA, clinical or
inheritance information. No significant change in protein and autophosphorylation level was observed for
this variant and analysis of MAPT Thr212 phosphorylation failed to confirm the potential GoF effect (Figure
S10).

We characterized the consequences of a distal frameshift de novo variant, p.Ser660fs. Its
overexpression leads to cytoplasmic aggregation of DYRKZ1A, which makes it difficult to quantify the real
effect on protein level, autophosphorylation or kinase activity (Figure S8 and S10). However, its DNAmM
overlaps those of other individuals with truncating variants located further upstream in the protein,
confirming its pathogenic effect (Figure S9). To test if these aggregations could be driven by the novel C-
terminal extension added by the frameshift variant (43 amino acids), we introduced nonsense variants at the
same position (Ser660* and Ser661*). As no aggregate was detected (Figure 2C & S8D), we concluded that
the C-terminal extension is responsible for the self-aggregation of the mutant DYRKI1A protein.
Interestingly, the two truncating variants Ser660* and Ser661* did not affect DYRKZ1A level, localization
or autophosphorylation (Figure S8A-B).

DISCUSSION

Here we report clinical manifestations of 34 novel patients with clear loss-of-function (LoF) variants
in DYRK1A, refining the clinical spectrum associated with DYRK1A syndrome. We used recurrent signs
present in individuals to establish a clinical score, which may seem outdated in the era of pangenomic
approaches but is in fact very useful to interpret variants of unknown significance identified by these
approaches. Indeed, here we demonstrated that the combination of clinical data together with in silico and
in vitro observations are essential to interpret variants accurately.

Since DYRKI1A is a highly conserved gene in vertebrates, we assumed that in silico predictive tools
using conservation calculated mainly from vertebrates might overestimate the potential pathogenicity of
missense variants. We showed that deeper conservation analyses using additional taxa are useful to improve
the predictions for missense variants. However, in silico analyses have their limitations, and functional
assays are essential to assess variant effect conclusively. We therefore tested the effect of 17 variants and
showed that ten of them decreased both DYRKZ1A protein level and DYRK1A autophosphorylation level.
The remaining variants showed no effect on protein function (Figure 4). However, the absence of effects
observed during series of functional tests does not totally exclude a potential effect.

Over the past five years, several studies have found patients with specific monogenic disorders
involving genes encoding epigenetic regulatory proteins are associated with DNAm signatures in blood. The
advantage of such signatures is the high rate of clear classification (positive/pathogenic vs negative/benign)
they provide for variants. Considering the potential role played by DYRKZ1A in epigenetic regulation 22233,
we tested whether DYRK1A LoF leads to such a DNAm profil and identified a DYRK1A DNAm signature
with high sensitivity and specificity (Figure 3). We undertook this work in whole-blood (as most signature
work is done) due its clinically availability and in silico tools to account for cell proportion differences. We
expect many of these changes to be blood-specific in patients with DYRKZ1A pathogenic variants. However,



enough DNAmM changes may overlap other tissues for the blood signature to have cross-tissue utility for
variant classification, as we found for fibroblasts in Sotos Syndrome!®. The combination of clinical score
(CSbyrk1a), in silico predictions, functional assays and DNAm signature allow to reclassify ten missense
variants as pathogenic. Three variants were considered as likely benign: a variant located in the catalytic
domain whose inheritance was unknown, p.Arg255GIn, and two de novo variants located at the end or
outside of this domain: p.Tyr462His and p.Thr588Asn.

Still based on methylation data, we suspected a gain-of-function (GoF) effect for another de novo
variant located outside the catalytic domain: p.Gly486Asp. We have already shown that DNAm profiles at
gene-specific signature sites provide a functional readout of each variants effect, GoF activity. Indeed, in
previous work, we found the same pattern for a patient with a missense variant in EZH2, typically associated
with Weaver syndrome. The patient, presenting undergrowth rather than overgrowth characteristic of
Weaver syndrome, had an opposite DNAm profile to EZH2 cases relative to controls and carried a missense
variant which was demonstrated to increase EZH2 activity 1°. In our case, we could not confirm the putative
GoF effect of Gly486Asp by measuring MAPT-Thr212 phosphorylation. Arranz et al. observed on the
contrary an increase of DYRK1A kinase activity 3’ for this variant, but they reported significant increase for
five additional variants, including one present four times in GnomAD (Arg528Trp), which might question
the sensitivity of the test.

We identified a de novo distal frameshift variant in the last exon of DYRK1A leading to DYRK1A
aggregation in vitro, which needs to be confirmed in vivo. Interestingly, nonsense changes introduced at this
position (aa660 and 661) lead to the expression of a protein which seems to be stable, does not aggregate,
and maintains its autophosphorylation capacity and ability to phosphorylate MAPT (Figure 2C, S8C-D,
S10). Therefore, we think that distal truncating variants should be interpreted with caution, especially when
they escape to NMD. Three additional such distal variants are reported in individuals with ID/NDD in
ClinVar/literature (Table S8) for which DNAm analysis on blood samples would be interesting to perform.

In conclusion, we developed a combination of tools efficient to interpret variants identified in
DYRK1A. We showed that missense variants located outside and inside the catalytic domain as well as
variants leading to distal premature stop codon are not necessarily pathogenic. These results illustrate that
variants in DYRK1A, as well as in other NDD causative genes, should be interpreted with caution, even if
they occur de novo. In the future, we recommend performing DNAm analysis if blood DNA sample is
available or, if not, in vitro testing of variant effect on DYRK1A autophosphorylation.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Clinical score for Intellectual Disability associated to DYRK1A haploinsufficiency

(A) Clinical score out of 20 points established according to the most recurrent clinical features presented by
patients (the weight assigned to each symptom being based on its recurrence): clinical symptoms are out of
15 points, while the facial appearance is out of 5 points. EV: enlarged ventricules; CCA/H: corpus callosum
agenesis or hypoplasia, CA: cerebral atrophy, CeA: cerebellar atrophy (B) Clinical scores calculated for
individuals carrying pathogenic variants in DYRK1A reported here and for whom photographs were available
(n=21)(initial cohort, DYRK1A _I, scores 13- 17.5 with a mean of 15.5), the previously published individuals
(replication cohort, DYRK1A R, scores 13.5-18.5, mean=15.3) and the individuals affected with other
frequent monogenic forms of ID, associated to variants in ANKRD11, MED13L, DDX3X, ARID1B, SHANK3,
TCF4 or KMT2A (scores 3-12.5, mean=7). The clinical score for the individuals carrying missense or distal
frameshift variants are indicated in yellow (test); the threshold of CSpyrkia >=13 appeared to be discriminant
between individuals with LoF variants in DYRK1A (all >13) and individuals suffering from another form of
ID (all<13). A score above this threshold was therefore considered “highly suggestive”. We classified
individuals with CSpyrk1a<10 as “poorly evokative” and individuals with a CSpyrkia comprised between
10 and 13 as “intermediate”. Brown-Forsythe and Welsh ANOVA tests with Dunnett’s T 3 multiple
comparisons test were performed. ns: not significant; ** p<0.01; ***< p<0.001, error bars represent SD.
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Figure 2. Expression, localization and Tyr321 phosphorylation of DYRK1A mutant proteins

(A) Level of variant DYRKZ1A proteins expressed in HeLa, HEK293 and COS cells transiently transfected
with DYRK1A constructs. Protein levels were normalized on the level of GFP proteins (expressed from a
cotransfected pEGFP plasmid). Quantifications were performed on a total of n >=9 series of cells (n>=3
Hela cells, n>= 3 HEK293 and n >= 3 COS cells) using ImageJ software. One-way ANOVA with multiple
comparison test was performed to compare the level of variant DYRK1A proteins to the level of wild-type
DYRKZ1A protein (orange dashes), applying Bonferroni’s correction: ns: not significant; *p<0.05; **p <
0.01;***p<0.001; error bars represent SEM, standard error of the mean; in green, the variant from gnomAD,
in red, a truncating variant and in gold, the variants tested in this study (B) DYRK1A’s ability to
autophosphorylate on Tyr321 was tested in HEK293 cells (n=3) by immunoprecipitations with anti-
DYRKZ1A followed by an immunoblot using anti-phospho-HIPK2 as described in Widowati et al. DYRK1A
phospho-Tyr321 levels were normalized with DYRK1A total level (orange dashes). Variant DYRK1A
phospho-Tyr321 levels were normalized with total DYRKZ1A protein levels and expressed as percentage of
wild-type level. One-way ANOVA test was performed to compare variants to wild-type DYRKI1A levels.
ns: not significant; ***p<0.001; error bars represent SEM, standard error of the mean (C)
Immunofluorescence experiment showing that Ser660fs (alias Ser660Profs*43) variant leads to DYRK1A
protein aggregation when overexpressed in Hela cells, using a FLAG-tagged DYRKZ1A proteins carrying
Ser660Profs43. No aggregation was observed for the Ser660* variant.
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Figure 3. DNA methylation signature of DYRKZ1A loss-of-function functionally classifies DYRK1A
VUS.

(A) Heatmap showing the hierarchical clustering of discovery DYRK1A LoF cases (n = 10) and age- and sex-
matched neurotypical discovery controls (n = 24) used to identify the 402 differentially methylated signature
sites shown. Each row corresponds to a CpG site differentially methylated (DM) and the color gradient
represents the normalized DNA methylation value from -2.0 (blue) to 2.0 (yellow) at each site. DNA
methylation at these sites clearly separate discovery cases (grey) from discovery controls (blue). Euclidian
distance metric is used for the clustering dendrogram. (B) Principal components analysis (PCA) visualizing
the DNAm profiles of the study cohort at the 402 signature sites. Validation of DYRK1A LoF cases (not used
to define the signature sites; red) cluster with discovery cases, while missense (yellow) and distal LoF (green)
variants cluster with either cases or controls. Ind #33 (Gly486Asp) has an opposite DNAm profile to
DYRKZ1A LoF cases at these sites, suggesting a GoF. (C) Support vector machine (SVM) classification model
based on the DNA methylation values in the discovery groups. Each sample is plotted based on its scoring
by the model. All samples are clearly positive (>0.5) or negative (<0.5). All DYRK1A validation cases from
our cohort (n=6) classified positively, all control validation cases (n=94) classified negatively. Missense
variants classified clearly positively or negatively (yellow), the distal frameshift variant (Ind #18,
€.1978del)(green), analyzed in duplicate, classified positively. Pathogenic ARID1B (Coffin-Siris syndrome)
and KMT2A (Wiedemann Steiner syndrome) also classified negatively.
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Figure 4. Summary of the analysis performed to reclassify variants in DYRK1A

Representation of the DYRKZ1A protein (the kinase domain is indicated in red and the catalytic domain in
dark red) with the positions of the different variants tested with the sample #ID of the individuals indicated
inside the circles. Number: number of individuals with ID reported with the variant; gAD: variant reported
in individuals from gnomAD; CSpyrkia poorly (white), intermediate (grey) or highly (black) evocative, or
unknown (-); the white star indicates that the individual presents a high CSpvrkia score but also additional
clinical manifestations unusual for DYRK1A syndrome; CADD below 25 (white), between 25 and 30 (grey)
or above 30 (black); conservation: highly conserved V=100%, M>90%, 0>80% (black), moderately
V=100%, M>90%, 0O<80% (grey) or midly V=100% M<90%, O<80% (white); Expression or
autophosphorylation being normal (white), intermediate decreased (grey), strongly decreased (black);
Localization was normal (white), affected (grey) or not tested (-); DNAmethylation positive (black), negative
(white), suggestive of a GoF effect (hashed) or not tested (-). Final classification: Pathogenic (P),
Benign/Likely benign (B), Unknown significance (U).
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Table 1. List of variants identified in DYRK1A in individuals with intellectual disability

This list includes variants identified in the 44 individuals never reported as well as variants previously
reported in six individuals &’ for whom we collected biological samples and additional clinical information.
The truncating variants clearly pathogenic are represented in red; the missense variants and the distal
frameshift variant to test are in gold. VVariants are reported according to standardized nomenclature defined
by the reference human genome GRCh37/hg19 and the DYRK1A isoform NM_001396.4; del: deletion of
the gene ; Trans.: translocation interrupting the gene ; Ns: nonsense ; Fs: frameshift, Spl: splice ; Ms:
missense variants; Infr.: inframe deletion; TES: targeted exome sequencing of 1D genes TES? : panel of ID
genes from Carion et al. *"; TES? : panel of ID gene adapted from Redin et al. ¢ ;TES® : panel of 44 ID
genes; TES* panel of microcephaly genes from Nasser et al. *® ; CES: clinical exome sequencing, ES:
exome sequencing, Sanger: Sanger sequencing, CGH-array: comparative genomic hybridization-array. 2
the consequences of ¢.1098G>T is p.lle318 Glu366del instead of p.Glu366Asp; M : male ; F : female ;
DYRKZ1A I : initial cohort used to establish DYRK1A clinical score (CSpyrkia) ; DYRK1A R :
replication cohort used to confirm the relevance of the CSpyrkia ; Disc : discovery cohort used to establish
DNA methylation signature (DNAm) ; Valid: validation cohort used to confirm DNA methylation signature
(DNAmMm); test : variants tested for pathogenicity using DNAm.



Variant Individual Reporting Analyses performed
GRCh37 (Chr21) NM_001396.4 NP_001387.2 Type |Method |Ind.number |Sex |Inheritance | this individual '(L\c‘:i‘:l'\t,':;a' nd | CSovman i’i’”m mRNA :,’:_tm DNAm
g:38481804_40190458del .
(DYRK1A ; >10 other genes) NA NA del. CGH-array | Ind #1 M de novo NA NA DYRK1A_| |- yes - Disc.
(gb3yz:?7l(212A§81(15/3;_3241)26450del NA NA del. | CGH-array | Ind #2 F | denovo NA NA DYRK1A | |- - - -
(g['f'yiﬁi‘lfgﬁ%i:z‘:;' NA NA del. | CGH-array | Ind #40 M | de novo NA NA DYRK1A_| |- - - -
1(9;21)(p12;922) between exon2 &3 | NA trans. | CGH-array | Ind #3 M de novo NA NA DYRK1A_I |- - - -
ES Ind #4 M NA NA DYRK1A_I |- - - -
§.38852961C>T €349C>T p.Argl17* Ns  |ES et P |t || (5%) vevoooszsosy | DYRKIAT | - - - -
ES Ind #6 M de novo NA DYRK1A_| |- - - Disc.
PMID: 25920557
TES? Bronicki_#2 M de novo (ClinVar_SCV000281731= DYRK1A_R | - - - -
g.38858865C>T c.613C>T p.Arg205* Ns 5CV000196058) (x7) vcvooo162153
TES* Ind #44 M NA ClinVar_scv001432338 DYRK1A | |- - - -
TES* Ind #7 M de novo ClinVar_scv001712097 DYRK1A_| |- - - Valid.
g.38862575C>T c.763C>T p.Arg255* Ns (5x) vevooo162152
NA Ind #43 F NA ClinVar_scv001432353 DYRK1A | |- - - -
g.38862611C>T c.799C>T p.GIn267* Ns ES Ind# 35 M de novo Clinvar_suB9815736 no DYRK1A_| |- - - -
g.38862748T>A c.936T>A p.Cys312* Ns CES Ind #37 F de novo Clinvar_scvo01712105 | ho DYRK1A_|
g.38877655C>T c.1309C>T p.Argd37* Ns TES* Ind #34 F not in mother | NA (7x) vcvoooie2158 | DYRKIA_I | - - - -
g.38877745C>T c.1399C>T p.Argd67* Ns TES* Ind#42 F de novo ClinVar_scvoo1432351 | (3x) vcvooo204005 | DYRKIA_I | - - - -
g.38850510dup c.235dup p.Arg79fs Fs TES* Ind #41 F de novo ClinVar_scv001432470 | no DYRK1A | |- - - -
g.38850565_38850566del €.290_291 del p.Ser97fs Fs CES Ind #8 M de novo ClinVar_scvoo1712106 | (2x) vcvooos18949 | DYRKIA_I | - - - -
g.38850572_38850576del ¢.297_301del p.Leul00fs Fs NA Ind #9 M de novo ClinVar_scv000485020 | no DYRK1A | |- - - -
g.38853089del c.477del p.Tyrl159* Fs ES Ind #10 F de novo Clinvar_scv001712094 | no DYRK1A_| |- - - -
g.38862514_38862515del ¢.702_703del p.Cys235fs Fs ES Ind #11 M de novo ClinVar _scvo00965742 | no DYRK1A_| |- yes - Valid.
PMID: 25920557
g.38858873_38858876delinsGAA | c.621_624 delinsGAA | p.Glu208fs Fs TES? Bronicki_#3 M de novo (Clinvar_SCV000281736= | NO DYRK1A R | - - - Disc.
SCV000196059)
g.38862594del c.782del p.Leu261fs Fs TES? Ind #12 F de novo ClinVar_scvo01437790 | no DYRK1A_| |- - - Disc.
g.38862656dup c.844dup p.Ser282fs Fs TES* Bronicki_#8 M de novo PMlD: 25920557 no DYRK1A_R - - -
(ClinVar_SCV000196064)
g.38865371del c.1004del p.Gly335fs Fs TES* Ind #13 F not in mother | Clinvar_scv001712087 | no DYRK1A | |- - - Valid.
g.38865375dup ¢.1008dup p.Pro337fs Fs ES Ind #14 F de novo Decipher_351807 no DYRK1A_| |- - - -
g.38865400del c.1033del p.Trp345fs Fs CES Ind #15 F de novo Clinvar_scvo01712108 | no DYRK1A_| |- - - Disc.




PMID: 25920557

g.38868553dup c.1232dup p.Arg413fs Fs TES? Bronicki_#10 F de novo ; no DYRK1A R | - yes yes Disc.
(ClinVar_SCV000196066)
g.38877616del c.1270del p.His424fs Fs ES Ind #39 F de novo Clinvar_scv001712090 | no DYRK1A_| |- - - -
g.38877679dup c.1333dup p.Thr445fs Fs ES Ind #16 F de novo Clinvar_scvo00778256 | no DYRK1A_| |- - - Disc.
g.38877837del c.1491delC p.Ala498fs Fs ES Ind #17 F de novo Clinvar_scvo00494645 | SCV000056592 DYRK1A_| |- - - Valid.
p.Ser660fs= 2 . )
g.38884520del c.1978del p.Ser660Profs*43 Fs TES Ind #18 F de novo Clinvar_scvo01712088 | no test yes yes test
g.38852939G>T c.328-1G>T p.? Spl. TES? Ind #19 F de novo Clinvar_scv001437768 | no DYRK1A_l |- yes - Disc.
g.38862475A>G €.665-2A>G p.? Spl. Sanger Ind #20 M de novo Clinvar_scv001712086 | SCV000492145 DYRK1A_l |- - - Valid.
Spl. Sanger Ind #21 M de novo DYRK1A | |- - - Disc.
g.38862468_38862472del €.665-9_665-5del p.? Clinvar_scv001437772 | SCV000677027
Spl. TES? Ind #36 M de novo DYRK1A_| |- - - -
£.38862764G>C 951+1G>C p.? Spl. TES* Ind #38 M de novo Clinvar_scv001712091 | no DYRK1A_| |- - - Valid.
g.38862767_38862770del c.951+4_951+7del p.? Spl. ES Ind #22 M de novo Clinvar_scvoo0965731 | SCV000709803 DYRK1A_| |- yes - -
g.38877584A>G c.1240-2A>G p? Spl. ES Ind #23 M de novo Clinvar_scvoo0966166 | no DYRK1A_l |- - - Disc.
g.38877585_38877586insTAA ¢.1240-1_1240insTAA | p.Glu414* Spl. TES* Ind #24 F de novo Clinvar_scv001432455 | no DYRK1A_| |- yes - -
g.38853115G>A c.503G>A p.Gly168Asp Mis. TES? Ind #25 F de novo Clinvar_scv001712092 | SCV000573105 test yes - yes test
g.38862576G>A c.764G>A p.Arg255GIn Mis. TES? Ind #26 F NA Clinvar_scv001712093 | no test yes - yes test
g.38862672A>T c.860A>T p.Asp287Val Mis. ES Ind #27 M de novo Clinvar_scvo00598121 | SCV001446739 test yes - yes test
g.38862726T>G c.914T>G p.lle305Arg Mis. Sanger Ind #28 F de novo Clinvar_scvo01712110 | no test yes - yes test
g.38862744C>T c.932C>T p.Ser311Phe Mis NA Ruaud_#2 M de novo P'\_/”D: 25641759 SCV000520979 test yes - yes test
(Clinvar_SCV000586742)
g.38865339T>A c.972T>A p.Ser324Arg Mis. TES? Ind #29 M de novo Clinvar_scv000902439 | no test yes - yes test
g.38865465G>T ¢.1098G>T? p.lle318_Glu366del | Infr. ES Ind #30 F de novo Decipher_434484 no test yes yes yes -
g.38877730T>C c.1384T>C p.Tyrd62His Mis. TES? Ind #31 M de novo Clinvar_scv001437769 | no test yes - yes test
g.38877746G>A c.1400G>A p.Argd67GIn Mis. TES? Ind #32 F de novo Clinvar_scv001437771 | (3x) vcv000209150 | test yes - yes test
g.38877803G>A c.1457G>A p.Gly486Asp Mis. ES Ind #33 M de novo Clinvar_scvo00747759 | no test yes - yes test
PMID: 25920557
g.38884305C>A c.1763C>A p.Thr588Asn Mis ES Bronicki_#9 F de novo (Clinvar_SCV000965705= | hO test yes yes yes test

SCV000196065)




SUPPLEMENTARIES

Supplementary methods - Antibodies

DYRK1A protein quantification | mouse anti-FLAG antibody (1:1:000; Sigma Aldrich #F1804)
(Western Blot)

mouse anti-GFPantibody (in house)

DYRK1A localization

(Immunocytochemistry) mouse anti-FLAG antibody (1:1:000; Sigma Aldrich #F1804)
Immunoprecipitation rabbit anti-DYRK1A antibody (1:1000; Cohesion Biosciences #CPA1357)
Interaction with DCAF7 anti-WDR68 antibody (1:2500; abcam ab138490)

DYRK1A autophosphorylation | rapbit anti-phospho-HIPK2 antibody (1:1000, Thermofisher #PA5-13045)
rabbit anti-DYRK1A antibody (1:1000; Cohesion Biosciences #CPA1357)
MAPT phoshorylation mouse anti-TAU-5 antibody (Thermofisher #MA5-12808)

rabbit anti-pTAU-T212 antibody (Thermofisher #44-740G)

mouse anti-FLAG antibody (1:1:000; Sigma Aldrich #F1804)

Mouse anti-GAPDH (Sigma #MAB374)

Supplementary text
Details on splice and frameshift variants and their consequences on DYRK1A mRNA

Deletions encompassing DYRK1A and chromosomal rearrangement t(9;21)(p12;q22) interrupting the gene
were reported in four individuals (Ind #1-3, 40). We identified recurrent nonsense variants p.Arg117*(Ind
#4, #5, #6), p.Arg205* (Ind #44), p.Arg255* (Ind #7, #43), p.Arg437*(Ind#34) and p. p.Thrd67* (Ind#42)
as well as novel nonsense variants (Ind#35, #37) or small indels (Ind #8-17, #39, #41), one of them occurring
in the last exon affecting the distal region of the protein: p.Ser660fs (Ind #18). Seven of the variants identified
are predicted to affect splice sites, half of them previously reported elsewhere (Ind #19-24, #36, #38). The
remaining individuals (Ind #25-33) carry missense variants, three of them already reported: p.Gly168Asp,
p.Asp287Val and p.Arg467GIn. We tested the consequences of splice variants identified on DYRK1A mRNA
(Figure S2) when possible (blood or fibroblasts available) by RNA-sequencing (Ind #19, 22, 24) or RT-gPCR
(Ind #18). We found that ¢.328-1G>T (Ind #19) leads to abnormal splicing events between exons 4 and 5
including intron 4 retention and use of alternative cryptic acceptor sites in exon 5 (Figure S2A). The
€.951+4 951+7 del (Ind #22) leads to retention of intron 7 or skipping of exon 7, both resulting in a premature
truncation (Figure S2B). RNA sequencing performed on mRNA extracted from Ind #24 fibroblasts revealed
that the TAA insertion at the beginning of exon 10 was included in the transcripts, leading to a stop codon
p.Glu414*. DYRK1A mRNA levels were only slightly decreased in Ind #22 and #24 when compared to
individual carrying truncating variant (Ind #11), suggesting that the aberrant transcripts escape nonsense
mediated MRNA decay (NMD), at least partially (Figure S2D). The variant previously reported c.1232dup,
p.Arg413fs (Bronicki #10)* is subjected to NMD as illustrated by the decrease of DYRK1A mRNA level in
patient’s fibroblasts, and the low level of mutant allele in cells, restored by NMD blocking agent (Figure
S2E). However, it is worth noting that mutant transcripts carrying the distal frameshift ¢.1978del (Ind #18),



located in the last exon of the gene, escape to NMD and therefore result in a truncated protein p.Ser660fs

having its entire kinase domain (Figure S2F).

Clinical manifestations in individuals with pathogenic variant in DYRK1A

All the individuals with clearly loss-of-function variants in DYRK1A present with moderate to severe ID
except two (Ind #3, #34). Language was affected in all individuals, severely in most (no speech, or only few
words or short sentences). Individuals tend to present failure to thrive, even sometimes from the uterine stage
(20/32), especially on the weight gain (from -1 to -4SD). The size is less affected comprised between -0.5 to
-2SD. Microcephaly is however a constant trait, although not always present from birth. All individuals except
two (31/33) had feeding difficulties during the neonatal period (poor sucking, gastrostomy, etc), which can be
very severe during infancy and can persist during childhood and even into adulthood (selective, smashed food
only, etc). The large majority of individuals present a history of seizures (29/33) mainly including febrile
episodes (n=18). Hypotonia was noted in only half of the individuals (16/29), but a majority had motor delay
with a walk acquired after 18 months of age (27/33)(mean = 23 months), and the gait could continue to be
unstable and ataxic (9). Hypereflexia and hypertonia have been observed in some patients (12). Sleep disorders
were reported in some patients (10). Behavioral manifestations observed in patients included anxiety (13) and
autistic traits with stereotyped behaviours (24). A diagnosis of autism spectrum disorder (ASD) has been
established in only four patients, but few have had the appropriate tests. Other behavioral manifestations such
as water fascination (5), absence of fear (5) were noted. MRI revealed ventricular dilation (9), thin corpus
callosum (9), as well as cortical or cerebellar atrophy (9). Other manifestations include gastrointestinal
manifestations such as constipation (14) or gastroesophageal reflux (10), intestinal anomalies such as inguinal
hernia (4) and urogenital anomalies already reported to be frequent?, including cryptoorchidism (4). No
obvious kidney anomalies have been reported but not all the individuals underwent a renal ultrasound. We
observed a thin skin in a high frequency of patients (15), often associated with dermatitis or atopic skin after
birth or during infancy (11), sometimes very pronounced. After reanalysis of literature, we found that atopic
demartitis was also reported in additional individuals. Vision anomalies include myopia (6), hypermetropia
(8) and astigmatism (6). An optic nerve hypoplasia was noticed in at least three individuals. A papillary pallor
was reported in some individuals (6). Individuals shared common facial appearance including erratic hairline
with thin hair, deep set eyes with upper eyelid edema, protruding nose or pointed nasal tip, dysplastic ears,
thin upper lip, widely spaced teeth with protruding upper dental arch, retro/micrognathism (Figure 1, Figure
S3).



Effect of missense variants on DYRKZ1A subcellular localization

The cellular localization of overexpressed WT and variant DYRK1A proteins in Hela cells, studied by
immunostaining, revealed three types of cellular distributions: 1) mainly nuclear (N), 2) nuclear and
cytoplasmic (N+C) and 3) mainly cytoplasmic (C) (Figure S8C). WT DYRKUZ1A protein is mainly localized
in the nucleus (80% N; 20% N+C), and this localization is affected when we mutated, separately or combined,
the two nuclear localization signals NLS1 (aa 117-134) and NLS2 (aa 389-395) confirming that each NLS
contributes to the nuclear localization of DYRK1A, as previously reported®. We observed a significant
decrease of nuclear localization for Arg413fs, but none of the missense variants tested seems to affect
DYRKZ1A localization.

Generating and phenotyping analysis of the DYRK1A Thr588Asn Mutant mouse line

The Dyrk1a™8N mutant mouse line was established for YH at the Institut Clinique de la Souris-(PHENOMIN-
ICS, lllkirch, France; http://www.phenomin.fr) and breed in our animal facility at the PHENOMIN-ICS

(Agreement C67-218-40). The targeting vector was constructed as follows. A 3.4 kb fragment encompassing
part of intron 11 and corresponding to the 5 homology arm was amplified by PCR on C57BL/6N ES cell
genomic DNA and subcloned in an MCI proprietary vector containing two multiple cloning sites, three
repeated SV40 polyA sequences as well as a flipped Neomycin resistance cassette surrounded by 2 LoxP sites.
The variant (ACC > AAC) leading to the threonine to asparagine change at position 588 (T588N) was
introduced in a second cloning step by fusion of 2 PCR products. Finally, a 3.6 kb fragment corresponding to
the 3’ homology was cloned in a third cloning step to obtain the final targeting construct. The linearized
construct was electroporated in C57BL/6N mouse embryonic stem (ES) cells (ICS proprietary line S3). After
G418 selection, targeted clones were identified by long-range PCR and further confirmed by Southern blot
with an internal (Neo) probe and a 3’ external probe. Two positive ES clones were validated by karyotype
spreading and microinjected into BALB/cN blastocysts. Resulting male chimeras were bred with Flp deleter
females showing maternal contribution®. Germline transmission with the direct excision of the selection
cassette was achieved in the first litter. The mouse line was bred on a pure C57BL/6N genetic background in
a specific pathogen free environment at the PHENOMIN-ICS animal mouse, with poplar wood granulate
bedding (SAFE, Augis, France) and access to normal diet (D03 and D04; SAFE, Augis, France) and tap water
treated with Chlorine dioxide (0,8ppm) ad libitum under a classical 12-12 light dark cycle (dark 7pm to 7am
during phenotyping). We found a close to mendelian transmission ratio for the segregration of the variant both
in heterozygotes and homozygotes. The female to male ratio was as expected.


http://www.phenomin.fr/

The expression of the Thr588Asn allele of Dyrkla in heterozygous was studied by Western blot at 7 weeks of
age in 5 wild type and 5 Dyrk1a™%N* animals. Twenty micrograms of proteins per sample were separated by
classical electrophoresis and transferred on a membrane (BIO-RAD, Schiltigheim, Fr). Incubation with
primary antibody Anti-Dyrkla (Abnova, 1/1000) was followed with an incubation with a secondary antibody
Anti-mouse (Abnova; 1/5000). We used B-Actin as an internal control that was detected with an anti-mouse
B-actin-HRP (Sigma, 1/150000). For revelation, we used the Clarity™ Western ECL Substrate (BIO-RAD-
#170-5061). No statistically meaningful difference was observed between the genotypes (Student t.test=0.33,;
Figure S12B). We performed a functional characterization of DYRKZ1A kinase activity following the protocol
already published®, using 13 Dyrk1a™V'* and 17 control littermate brains (Figure S12B). No difference in
DYRKI1A kinase activity was found regarding the sex or genotype. We raised a cohort with mutant and control
littermates from both sex (12 wt male, 12 Dyrk1a™%N* male, 12 wt females and 11 Dyrk1a™%N* females) to
test the cognition, memory, locomotor activity, and assess the anxiety and autism like stereotypies on these
animals. We performed the battery of tests as shown in (Figure S12D) following the pipeline and protocols
previously described &°. All the animal experiments were done in compliance with the ARRIVE Guidelines
1011 in accordance with the Directive of the European Parliament: 2010/63/EU, revising/replacing Directive
86/609/EEC and with French Law (Decret n°® 2013-118 01 and its supporting annexes entered into legislation
01February 2013) relative to the protection of animals used in scientific experimentation and supervised by
the Com’eth our local ethical committee. The tests were administered in the following order: open field, novel
object recognition (noted NOR, performed 24h after the open field), Y-maze, repetitive behaviour, sociability
3 chambers test and reciprocal tests. In the open field test we assessed the locomotor activity, exploratory
drive and anxiety; and we have taken into account randomization of the animals, blinding of the experimenter
during the animal research. With the EthoVision system (Noldus, the Netherlands), we measured the total
distance, time spend on each of the three areas centre, periphery and walls. Sex was not affecting any of these
parameters, so the downstream statistical assessments was done pooling all the animals together divided just
by genotype and not considering the sex, increasing the sampling size. We found no difference or effect
between the control and mutant Dyrk1a™%N* mice in the total distance travelled or time spend on each area.
All the animals performed the test and did not show anxiety as they spent quite a high amount of time travelling
over all the arena. The novel object recognition test (NOR) was used to study the memory of the animals to
discriminate and explore novel objects over familiar ones. We did not identify a deficit in object recognition
between the two genotypes (Figure S12E). We evaluated the motor activity and the working memory in the
Y maze. There was no difference in the percentage of visits done to each arm, no defect in the spontaneous
alternation (Figure S12F) or delay leaving the initial arm. Repetitive behaviour is one of the 3 main clinical
manifestations of autism, together with deficits in social interaction and communication. Thus, we analysed
in a 10 min test the number and time spend climbing, digging, and rearing by the mutant animals and control
littermates but we did not observe any special stereotypic of repetitive behaviour in the Dyrk1a™&N* mice
except a slight increase in climbing frequency (Figure S12G). In the three chambers test, we analysed both
the time spent in proximity of the empty cage during the presentation, or for the familiar and then the new



congener in the discrimination phase. No phenotype was detected in the presentation phase and a significant
difference in exploration was observed for the Thr588Asn mutant in the discrimination phase (Figure S12H).
For the reciprocal sociability test where the social interactions between pairs of mice is analyzed, always using
congeners that were not cage mates and in the case of both mutants and control mice in the cohort adding an
unknown wild-type animal of the same sex and similar age and size to assess the interactions. We analysed
both the time spend in proximity nose to nose or proximity nose to tail but no difference in interaction was
observed for Dyrk1a™%N*_ Although is worthy to mention that the Gardner-Altman effect size plots show a
slight tendency on the Dyrk1a™®N* mice to decrease the number of contacts and increase the distance with

the congener (Figure S121).
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Supplementary Figures
Figure S1. Variants identified in DYRKZ1A in individuals with ID

Schematic representation of DYRK1A protein secondary structure with its different domains: Nuclear
localization sequence 1 and 2 (NLS1 and NLS2); DYRK Homology box (DH); catalytic domain; PEST
domain (PEST); His rich domain (His) and Serine Threonine (S/T) repeat domain. Variants identified in the
cohort are represented with the number of individuals (Ind#) carrying then (A) truncating variants (nonsense,
frameshift, splice variants) (B) missense variants. The variants identified tested in this study are indicated in
gold.

Figure S2. Consequences of variants on DYRK1IA mRNA

Sashimi plot from Integrative Genome Viewer (IGV) showing consequences of the splice variants identified
by RNA-Seq in mRNA extracted from (A) Ind #19 blood, showing that ¢.328-1G>T generate different
abnormal transcripts with a) intron 4 retention, leading to a premature stop codon (p.Tyr111Argfs*6), b) use
of an alternative acceptor site 18bps or c¢) 21pbs downstream the regular one, leading to deletion of few amino



acids (p.Val110_Lys115del or p.Val110Lys116del) (B) Ind #22 fibroblasts, showing that ¢.951+4 951+7del
variant leads to a skipping of exon 7 in half of the mutated transcripts (p.Val222Aspfs*22) and a retention of
intron 7 in the other half (p.l1le318fs*10); (C) IGV view of RNA-seq obtained from Ind #24 fibroblasts,
showing ¢.1240-1_1240insTAA causes the insertion of these 3 nucleotides in the mRNA at the beginning of
exon 10 leading to a premature stop codon p.(Glu414*) (D) Quantitative expression of DYRK1A mRNA
(normalized by the expression of two reference genes, GAPDH and YWHAZ) (E) Sequencing of DYRK1A
MRNA in Individual Bronicki#10 cells (c.1232dup, p.(Arg413fs)) treated or not with a NMD blocking agent
(emetine). Sequencing of blood DYRK1A cDNA in (F) Ind #18 showing an equal amount of transcripts
carrying the ¢.1978del variant compared to wild-type allele, suggesting that mutated transcripts escape to
NMD, and in (G) Ind #30, carrying the variant ¢.1098G>T, showing the skipping of exon 8 induced by this
variant r.952_1098del) leading to the deletion of 49 amino acids p.11e318_Glu366del instead of one amino
acid substitution p.Glu366Asp as first predicted (the probability of using exon 8 donor splice site was
decreased by the variant: MaxEnt: -72.7%; NNSPLICE: -54.1%).

Figure S3. Photographs of individuals with variant in DYRK1A

Photographs of individuals with variants in DYRK1A, showing that they share similar facial features.

Figure S4. Distribution of the clinical scores calculated without photograph (on 15 points)

Clinical scores calculated without photograph for individuals carrying pathogenic variants in DYRK1A from
the initial cohort (DYRKZ1A_I), the replication cohort (DYRK1A_R) and the individuals affected with other
frequent monogenic forms of ID, associated to pathogenic variants in ANKRD11, MED13L, DDX3X, ARID1B,
SHANK3, TCF4 or KMT2A. Brown-Forsythe and Welsh ANOVA tests with Dunnett’s T 3 multiple

comparisons test were performed. ns: not significant; ** p<0.01; ***< p<0.001, error bars represent SD.

Figure S5. Predictions of effect of missense variants and conservation of DYRK1A protein

(A) Distribution of the CADD score for missense variants a) not presumed to be not disease-causing (negative
set, N-set, n=115, see Methods), b) presumed to be pathogenic (positive set, P-set, n=16) and c) other missense
variants (test set, T-set, n = 41). A CADD score >=20 means that the variant belongs to the top 1% of variants
predicted to be the most deleterious, >= 25 that the variant belongs to the top 0.3% of variants predicted the
most deleterious>= 30 the variant belongs to the top 0.1% of variants predicted the most deleterious. Brown-
Forsythe and Welsh ANOVA tests with Dunnett’s T 3 multiple comparisons test were performed. ns: not

significant; ** p<0.01; ***< p<0.001, error bars represent SD (B) Percentage of variants from the N-set



(presumably benign), P-set (presumably pathogenic) and T-set (to test) having a CADD score >=20, >=25
or >=30, or conserved across 100% of Vertebrate species (V=100%), conserved in at least 90% of Metazoan
species (M>=90%), and at least 80% of other animals (0O>=80%). ? p.Arg158His variant (V=100% ; M=96% ;
0=92%); ° all variants except p.Ser311Phe variant (100% ; 100% ; 71%), p.Thr588Asn (V= 85%) and
p.Ala277Pro (100%; 12%; 27%); variants ; ¢ p.Gly171Arg (100%; 100% ; 86%), p.Lys188Arg (100%; 96%;
97%), p.Leu207Pro (100% ; 93% ; 93%), p.Leu241Pro (100% ; 100% ; 97%), p.Leu245Arg (100% ; 100% ;
97%), p.Asp287Tyr (100% ; 100% ; 97%), p.Asp287Asn (100% ; 100% ; 97%), p.Pro290Arg (100%; 100%;
97%), p.Arg328Trp (100%; 100%; 95%), p.Leu347Arg (100% ; 96% ; 84%).

Figure S6. Conservation of DYRKZ1A proteins across the different taxons

Schematic view of the Multiple Sequence Alignment (MSA) of DYRKZ1A protein orthologs from Vertebrates,
Metazoans, Protists, Fungi and Plants. MSA positions are numbered according to the human protein and

colored by a red gradient according to the level of amino acid conservation in each group.

Figure S7. Effect of variants on DYRKZ1A half-life and interaction with DCAF7

Investigation of variants consequences on DYRKZ1A protein stability and interaction with its partner DCAF7.
(A) Stability of DYRK1A proteins in HEK293 transfected with DYRK1A plasmids and treated with
cycloheximide 40pg/mL (stopped at 1, 2, 4 and 8 hours after treatment). Constructs was detected by SDS-
PAGE by immunoblotting whole cell lyzates using an anti-FLAG antibody and quantification realized with
GAPDH (B) Co-immunoprecipitation of DYRK1A in HEK293 cells transfected with DYRK1A plasmids using
an anti-FLAG antibody, without antibody (Empty) or with Mouse against Rabbit antibody (MAR) as negative
and species isotype controls. DCAF7 (WDR®68) interaction was detected by SDS-page immunoblotting with
a specific antibody (1:2500; abcam anti-WDR68 antibody ab138490).

Figure S8. In vitro effects of additional variants on DYRKZ1A proteins and cellular localization of variant

proteins

(A-B) Effect of additional variants on DYRKZ1A level and ability to autophosphorylate: one variant from the
N-set (reported twice in gnomAD) but affecting an highly conserved amino acid position, Argl58His, one
variant from the P-set but affecting a position poorly conserved after vertebrates, Ala277Pro, and three variants
initially reported as VUS in ClinVar (the last one was reclassified as Likely Pathogenic during the course of
this study) and affecting highly conserved positions : p.Glyl171Arg, p.Leu241Pro and p.Pro290Arg. We also
tested the functional effet of two nonsense changes we created for the need of this study : Ser660* and
Ser661*. (A) Level of variant DYRK1A proteins expressed in HEK293 (n=3 series) cells transiently



transfected with DYRKZ1A constructs. Protein levels were normalized on the level of GFP proteins (expressed
from a cotransfected pEGFP plasmid). One-way ANOVA with multiple comparison test was performed to
compare the level of variant DYRK1A proteins to the level of wild-type DYRKI1A protein (orange dashes),
applying Bonferroni’s correction: ns: not significant; *p < 0.05; **p < 0.01;***p<0.001; error bars represent
SEM, standard error of the mean, (B) DYRK1A'’s ability to autophosphorylate on Tyr321 was tested in
HEK?293 cells (n=3) by immunoprecipitations with anti-DYRK1A followed by an immunoblot using an anti-
phospho-HIPK2 as described in Widowati et al. DYRK1A phospho-Tyr321 levels were normalized with
DYRKI1A total DYRKZ1A protein levels (orange dashes), and expressed as percentage of WT level. One-way
ANOVA test was performed to compare variants to wild-type DYRK1A levels. ns: not significant;
***p<0.001; error bars represent SEM, standard error of the mean (C) Cellular localization of DYRK1A
variant proteins observed in HeLa cells after overexpression of FLAG-tagged wild-type and variant DYRK1A
constructs (n=3 series of Hela cells; 50 cells minimum counted per series ; scale bars of illustrative images
correspond to 10um). Three types of localization of DYRKZ1A protein in cells have been observed: DYRK1A
located mostly in the nucleus (N), in both nucleus and cytoplasm (N+C), or mostly in the cytoplasm (C). Scale
bars: 50pum. WT protein is mainly localized in the nucleus (N/N+C/C: 80/20/0%). The shift into cytoplasmic
localization of DYRK1A is stronger when NLS1 is disrupted (0/63/37%) compared to NLS2 (22/71/7%), and
even more drastic when both are mutated, with DYRK1A stacked in the cytoplasm in a large majority of cells
(0/26/74%). Chi-square test was performed to compare localization of variant DYRK1A proteins to wild-
type DYRKU1A protein ns: not significant; ***p<0.001; error bars represent SEM, standard error of the mean.
(D) Immunofluorescence experiment showing that the Ser661* variant does not lead to DYRK1A protein

aggregation when overexpressed in HeLa cells.

Figure S9. DNAm profile of all DYRK1A cases DYRK1A DNAm signature sites.

Heatmap showing the hierarchical clustering of discovery DYRK1A LoF cases (n = 10; grey) and age- and sex-
matched neurotypical discovery controls (n = 24; blue) used to identify the 402 differentially methylated (DM)
signature sites shown (each row corresponds to a CpG site). The DNAm values for DYRK1A LoF validation
cases (n=6, red), missense variants (n=10, yellow) and distal LoF variant (n=1, green) are shown. The colour
gradient represents the normalized DNA methylation value from -2.0 (blue) to 2.0 (yellow) at each site. Ind
#33 (Gly486Asp) has an opposite DNAm values to other DYRK1A cases at these sites, also clustering out

from controls. Euclidean distance metric is use for the clustering dendrogram.

Figure S10. Effect of variants on DYRKI1A Kinase activity regarding MAPT (TAU) Thr212

phosphorylation levels.



MAPT Thr212 phosphorylation assays performed to test variants with particular profiles : Ser324Arg (partial
autophosphorylation), Gly486Asp (potential GoF), Thr588Asn (potential phenocopy), Ser660fs (protein
aggregates) as well as Ser660* and Ser661*. Immunoblots on total protein extracts from HEK293 cells
transfected with DYRK1A and MAPT plasmids using anti-FLAG, anti TAU-5 and anti-pT212-TAU
antibodies (A) Transfection of different quantities of DYRK1A WT plasmid and 1ug of MAPT plasmid (B)
Transfection of DYRKZ1A proteins harboring the distal truncating variant Ser660fs or the two nonsense
changes Ser660* and Ser661* and 1ug of MAPT plasmid (C) Transfection of other DYRK1A variants :
Ser311Phe (known to abolish kinase activity), Ser324Arg, Gly486Asp and Thr588Asn and 1pg of MAPT

plasmid.

Figure S11. DNAm profile of Ind #33 with DYRK1A Gly486Asp variant displays an opposite DNAmM

profile at individual signature CpGs.

DNA methylation values are shown at the 25 most hypermethylated and hypomethylated CpG sites in the
signature. Red bars show the average delta beta value at each site in DYRK1A LoF discovery cases (n=10),
error bar represents the standard error of the mean (SEM). Yellow bars represent the delta beta value Ind #33
at these sites (the beta value of Ind #33 minus the average beta of discovery controls). At most sites, the delta
beta for Ind #33 is opposite that of DYRK1A cases, indicating DNAm levels in the opposite direction of
DYRK1A LoF cases relative to controls. Importantly, this is a different phenomenon than Ind #33 having

control-like DNAm values, in which case the bars would be near 0.

Figure S12. Generation, characterisation and behavioural analysis of the heterozygous mouse mutant
line carrying a Thr588Asn variant in Dyrkla. (A) Generating the Thr588Asn (T588N) allele. The T588N
allele phenotyped is named ‘T588N with a WT potential allele’ and was obtained by homologous
recombination in embryonic stem cells using a targeting vector. LoxP and Flp sites are indicated respectively
in green and grey (B) No difference in western blot quantification of DYRKZ1A level, normalized to b-actin
level, in 5 hippocampal protein extracts isolated from Dyrk1a™®N* individuals and 5 control littermates (C)
Simarly no changes was observed in the phosphorylation of a specific DYRK1A-phosphorylation peptide (-
tyde) using brain extract isolated from the hippocampi of Dyrk1a™&V'* and control littermates (respectively
n=13 and 17) (D) schematic representation of the behavioural pipeline used to study 23 Dyrk1a™®N*and 24
wild-type (wt) littermates from both sexes at the starting age of 10 weeks (E) In the novel object recognition,
a preference was found in the percentage of time exploring the novel object (NO) compared to the familiar
object (FO) in the Dyrk1a™N* (F) Spontaneous alternation in the Y maze was not affected by the variant

(one single t test with 50% chance level). (G) A significant difference was observed in specific repetitive



behaviour climbing, but not in digging or rearing activities analysed during the repetitive behavioral test (H)
In the three-chamber sociability test, the percentage of time exploring the familiar stranger (F) versus the
novel stranger (N) was significantly different in the mutant T588N heterozygotes (I) During freely moving
social interaction we did not detect any anomaly. The statistical significance is noted as followed *adj
P.value=<0.05, ** 0.05 <adj P.value <0.01, *** adj P.value < 0.001

Table S1. Clinical information and summary of recurrent clinical signs observed in individuals with

pathogenic variants in DYRK1A

M: male; F: female; IUGR: Intrauterine growth restriction; CMV: research for cytomegalovirus infection;
BW: birth weight; BS: birth size; BOFC: birth occipitofrontal head circumference; A/FW: absence/few words;
ID: intellectual disability, ASD: Autism spectrum disorder; M/S: moderate/severe; mo; months old; SD:
standard deviation; AtSD: atrial septal defect; VSD: ventricular septal defect; GER: Gastroesophageal reflux;
MRI: Magnetic resonance imaging; EV: enlarged ventricles, CCA/H: corpus callosum agenesis/hypoplasia,
CA: cortical or subcortical atrophy, CeA: cerebellar atrophy; NA: not available; 2 Previously reported:

Individuals with truncating variants in DYRK1A reported in literature (n=80)1-212-3¢

Table S2. Calculation of the clinical score CSpvrkia in the different cohorts

NA: not available; DYRK1A _I: Initial cohort of individuals with variants disrupting DYRK1A (nonsense,
frameshift, splice, deletions or translocations) reported in this study, used to set up the clinical score ;
DYRK1A_R: Cohort of replication including individuals with variants disrupting DYRK1A who were
previously described with enough clinical information and photographs available (n=12)'218 * mijld

macrocephaly

Table S3. List of DYRK1A missense variants reported in databases (gnomAD, ClinVar, Decipher) and

literature and identified in this report (N-set, P-set and T-set)

training sets: N-set: variants not presumed to be disease-causing, i.e missense variants annotated as
“benign”/*“likely benign” in ClinVar as well as variants reported more than once in GnomAD (november 2019
release) (n=115); P-set: missense variants reported as ““pathogenic”/“likely pathogenic” in Clinvar (n=16) T-
set: missense variants reported here, in literature, or as VUS in Clinvar (n=44); FreqRefV, FregRefM,
FreqRefO, FreqRefP, FreqRefF: frequency of the reference amino acid among Vertebrates, Metazoans, Other
protist animals, Plants or Fungi; FreqSubV, FreqSubM, FreqSubO, FreqSubP, FreqSubF : frequency of the
novel amino acid among Vertebrates, Metazoans, Other animals, Plants or Fungi;



Table S4. List of CpG sites included in DYRK1A DNAmM signature

GoF: gain-of-function. One third of the signature sites (134/402) the B value for p.Gly486Asp was outside

the range observed for that of all discovery controls.

Table S5. SVM score associated with the different variants

SVM: Support Vector Machine classification and scores

Table S6. Summary of the analysis performed to reclassify variants in DYRK1A

'Highly conserved : V=100% M>=90% O>=80% * The consequences of ¢.1098G>T is p.lle318_Glu366del
instead of p.Glu366Asp ; ** same individual submitted twice *** : this amino acid change is not reported in
gnomAD, but Thr588Pro is reported 44 times (including in one homozygote) and Thr588Ala is reported once ;
DD: developmental delay, ID: intellectual disability ; clinical information reported in ClinVar and/or in
littérature for the individual ®: "Abnormality of the frontal hairline, abnormality of the skin, cataract, cerebellar
atrophy, feeding difficulties in infancy, intrauterine growth retardation, microcephaly, proportionate short
stature, single transverse palmar crease, specific learning disability, ventriculomegaly" ; ®: « Short chin,
Truncal obesity » ; © « Developmental regression, intellectual disability, hypotonia, mild ataxia, intention
tremor, dysmorphisms, primary microcephaly, failure to thrive, demyelination, sun sensitivity, incontinence
and anxiety » ; 9 « ASD, learning disorder and macrocephaly » ; & « Abnormal facial shape, Down-sloping
shoulders, Genu valgum, Global developmental delay, Hypoplastic toenails » in an individual carrying an
additional nonssense variant in DYRK1A ; T « Decreased facial expression, Global developmental delay,
Hypoplastic left heart, Micrognathia, Postnatal microcephaly, Retinal dystrophy » ; 90 DYRK1A-related » ;
h. « MR/ID/DD; Seizures; Brain MRI positive, Dysmorphic features, Cardiovascular; Craniofacial;
Hematologic (child onset), Gastrointestinal (child onset); Musculoskeletal/Structural; Neurologic (child
onset), Ophthalmologic, Renal conditions » ; ' : « Brachycephaly, Intellectual disability, Seizures, Muscular
hypotonia, Global developmental delay » ; dn : de novo ; ACMG/AMP Criteria : PS2 : De novo confirmed ;
PS3: in vitro or in vivo functional studies supportive of a damaging effect on the gene or gene product;
PMZ2 :Absent from controls ; in Exome Sequencing Project, 1000 Genomes or EXAC ; PP3 : in silico analysis
support a deleterious effect on the gene product ; PP4 :Patient’s phenotype is highly specific for gene ; BS1:
Allele frequency is greater than expected for disorder ; BS3 :Well-established in vitro or in vivo functional
studies shows no damaging effect on protein function or splicing ; BP4 :in silico analysis suggest no impact

on gene or gene product.



Table S7. Summary of functional studies previously performed for additional missense variants in
DYRK1A

'Highly conserved : V=100% M>=90% O>=80% * The consequences of ¢.1098G>T is p.lle318_Glu366del
instead of p.Glu366Asp ; DD: developmental delay, ID: intellectual disability ; Clinical information reported
in ClinVar and/or in litterature : ® “speech delay, motor delay, moto coordination disorder, seizures and mild

physical dysmorphy”; ®: “mild ID, infantile spasms, speech delay, social interaction and repetitive behaviors,

anxiety”; ¢ “Abnormality of the palmar creases, abnormality of the skeletal system, amblyopia, astigmatism,
cleft soft palate, constipation, delayed speech and language development, global developmental delay,
intrauterine growth retardation, microcephaly”; % “IUGR, DD, microcephaly, 1D, severe speech delay”; ©:
“ASD+ID, anxiety, perseveration and additional upsets and aggressive behavior”; f: “Severe ID, seizures

febrile + generalized tonico-clonic”; 9 “ID, seizures and microcephaly”; "

. “Intellectual disability,
microcephaly, feeding difficulties; absent or delayed speech development; seizures; deeply set eye”; ': “Global
developmental delay, Microcephaly, Seizures”; ). “Microcephaly, 1D, seizures, spasticity, global
developmental delay, motor delay, hypertonia, abnormal facial shape, cortical dysplasia, short stature, cortical
gyral simplification”; dn : de novo ; ACMG/AMP Criteria : PS2 : De novo confirmed ; PS3: in vitro or in
vivo functional studies supportive of a damaging effect on the gene or gene product; PM2 :Absent from
controls ; in Exome Sequencing Project, 1000 Genomes or EXAC ; PP3: in silico analysis support a
deleterious effect on the gene product ; PP4 :Patient’s phenotype is highly specific for gene ; BS1: Allele
frequency is greater than expected for disorder ; BS3 :Well-established in vitro or in vivo functional studies
shows no damaging effect on protein function or splicing ; BP4 :in silico analysis suggest no impact on gene

or gene product.

Table S8. Distal frameshift variants (last exon) identified in individuals with NDD

Three distal frameshift variants are reported in Clinvar and in literature'®. Their clinical interpretation remains
ambiguous, especially for ¢.1726C>T p.GIn576* and c.2040C>A p.Tyr680*, for which inheritance is
unknown and clinical manifestations do not really overlap those of DYRK1A syndrome. 2 “Severe
psychomotor delay, no walk aquisition and no language, severe amblyopia, self-injurious behavior, ASD,
dysmorphic features (frontal bossing, hypertelorism, nystagmus, epicanthal folds, a flat nasal bridge, bilateral
low-set ears, down-slanting palpebral fissures, a short philtrum, a high arched palate, downturned mouth and
micrognathia). Relative macrocephaly (OFC: 52 cm, +0.6 SD; weight: 14.6 kg, —2.2 SD; height: 103.5 cm,
—3.1 SD)” 16; b: “Infantile spasms, west syndrome, ASD, aggression, hyperactivity” (personal communication
Aida Telegrafi, Genedx); However, the most distal variant ever reported in DYRKIA,
€.2213 2218delinsAGAG p.Thr738fs, occurred de novo in an individual with clinical features consistent with
DYRK1A syndrome. ¢ “Autism, microcephaly, seizures, history of failure to thrive and IUGR, mitochondrial
complex IV deficiency noted on muscle biopsy” (personal communication Aida Telegrafi, Genedx).
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Table S1

Ind #1 Ind #2 Ind #3 Ind #4 Ind #5 Ind #6 Ind #7 Ind #8 Ind #9 Ind #10 Ind #11
M F M M F M M M M F M
DYRK1A nomenclature (NM_001396.4)  |g:38481804_4019 g.38722881_394(9;21)(p12;q22 ¢.349C>T €.349C>T €.349C>T €.763C>T €.290 291 delCT  ¢.297_301delCTTGA c.477del €.702_703delCT
variant nomenclature (NP_001387.2) - - - p.Argl17* p.Argl17* p.Argl17* p.Arg255* p.Ser97fs p.Leu100fs p.Tyr159* p.Cys235fs
variant type deletion deletion translocation? nonsense nonsense nonsense nonsense frameshift frameshift nonsense frameshift
inheritance de novo de novo de novo NA mosaic father de novo NA de novo de novo de novo de novo
Pregnancy and |IUGR yes no no NA NA no no yes yes yes no
birth other NA NA NA antenatal anom: NA NA NA NA NA NA NA
deIivery 42 term term 35 term term term term term term term
APGAR 10/10 10/10 NA low NA 9/10 9/10 10/10 10/10 NA 10/10
BW 2710 3430 2400 2060 3060 3150 3780 2290 2220 2710 2780
BS 47.5 48 45 NA 47,5 45 51 45 43 46 48
BOFC 32 33 29.5 313 NA 30 35 32 31 31 33
Development speech absence NA few words few words few sentences few words absence absence absence few sentences few words
ID level (estimated) moderate NA mild severe severe severe severe moderate severe severe moderate/severe
History of seizures yes yes yes yes yes yes yes yes no yes yes
comment tonico-clonic febrile, typical at febrile, tonico cl absence, tonico febrile NA NA febrile, then tonico-¢ NA febrile absence
hypotonia no yes no yes no NA no yes yes no yes
motor delay walk acquisition >=Jyes (19.5 mo) NA no (15 mo) yes (24 mo) yes (18 mo) yes (>36 mo) no (16 mo) yes (30 mo) yes (18 mo) yes (18 mo) no (17 mo)
motor manifestations hypereflexia no no no hypereflexia, Bah hypereflexia no ataxic walk ataxic walk hypereflexia ataxic walk, dysmeti
ste reotypies/a utistic traits/a nxig anxiety no no stereotypies stereotypies, anx anxiety stereotypies (ASD di stereotypies (ASD di stereotypies stereotypies, anxiet stereotypies
other behavioral probler no no no behavioral proble sleep disorder  behavioral problem sleep disorder, watel water fascination, be behavioral problem no
General exam |age 10 0.5 12 3 NA 13 18 11 11.5 17 9
weight (kg) 22 7.85 26.8 14.4 NA 23 66 24.5 225 49.5 26,3
weight (SD) -3.2 NA NA N NA -25 NA -35 <2 2 1
size (cm) 128 NA 141 99 NA 142 168 129.5 133 148 135,2
size (SD) -1 NA NA N NA -15 NA -15 -1.8 2 N
OFC (cm) 47 38 47.4 43.5 NA 48 53 47.5 47.5 49.5 46.5
OFC (SD) <-4 <-4 <-4 <-4 NA -4,5 2 <-4 <-4 -3,5 -3,5
skin thin skin, dermati NA thin skin, dermz no dermatitis thin skin, dermat severe dermatitis  thin skin, dermatitis dermatitis at birth no no
member anomalies no no no no NA NA no yes (syndactyly foot) no yes no
cardiac anomalies no no no yes (VSD) no no no no no no no
skeletal anomalies no no no no mild pectus excav NA no no no yes no
urogenital anomalies NA no NA cryptorchidism no NA hypospade cryptorchidism no no unilateral cryptorchit
other anomalies inguinal hernia, py NA inguinal hernia NA bilateral coxa valg NA NA NA NA NA NA
vision problems no NA hypermetropia no NA NA NA hypermetropia, astig no myopia, astigmatism hypermetropia, astig
other opthtalmic problems no NA no no NA NA papillary pallor no no no no
feeding problems yes yes yes yes yes yes yes yes yes yes yes
comments difficulties in infan difficult, vomitin NA frequent occlusii NA important difficul mastication problemin infancy, better no' low appetite, highly : sucking difficulty in infancy
constipation no no yes yes NA yes NA no yes no no
GER no no yes NA NA NA yes no no yes no
performed done done done done done done NA done done done done
MRI comment EV, CA EV, CCH, gyratio CA, CCH hypersignal T2, ( nothing EV, gyration anoi NA EV EV, ECC nothing CA




DYRK1A_|

Ind #12 Ind #13 Ind #14 Ind #15 Ind #16 Ind #17 Ind #19 Ind #20 Ind #21 Ind #22 Ind #23 Ind #24 Ind #34

F F F F F F F M M M M F F

c.782del c.1004del €.1008dup c.1033del c.1333dup c.1491delC c.328-1G>T €.665-2A>G €.665-9_665-5delTT(c.951+4_951+7delG1¢c.1240-2A>G €.1240-1_1240insTA c.1309C>T
p.Leu261fs p-Gly335fs p.Pro337fs p.Trp345fs p.Thr445fs p.Ala498fs p.? p.? p.? p.? p.? p.Glu414* p.Arg437*
frameshift Frameshift frameshift frameshift frameshift frameshift splice splice splice splice splice nonsense nonsense

de novo absent in the motheide novo de novo de novo de novo de novo de novo de novo de novo de novo de novo NA

no yes no yes yes yes no no no yes yes yes yes

cerebellar anomaly NA NA CGH-array + CMV + MRl NA NA NA NA NA NA NA caesarian single umbilical arter
term 38 term term 37 36 term term 39 NA term term term

10/10 NA NA NA 10/10 9 10 NA 10/10 NA NA 10/10 10/10

3030 2400 3550 1865 1970 1990 3450 3110 3085 2690 3160 2410 2450

46 42 52 42 43,5 43 49 52 50 47 48 45 47

32 30.5 NA 29.5 30 28.5 32 33 34 NA 33 3131

absence few words few words few words/few sentenct few words few sentences few words absence few sentences few words absence few sentences few sentences
severe severe moderate moderate to severe severe severe severe moderate moderate severe severe moderate mild

yes yes yes no yes no yes yes yes yes yes yes yes

NA atonic febrile seizures NA febrile, then tonico-¢ NA febrile febrile tonico-clonic febrile febrile febrile seizures + oth febrile

no no no yes yes yes yes yes no NA no NA yes

yes (19 mo) yes (>36mo) yes (>36mo) yes (24 mo) yes (28 mo) no (16 mo) yes (36 mo) yes (31 mo) no (16.5 mo) yes (18 mo) yes (18 mo) yes (22 mo) yes (23 mo)
no no ataxic walk hypereflexia hypereflexia NA ataxic walk, hyperef NA ataxic walk, hyperef NA no hypereflexia no

stereotypies

stereotypies

stereotypies

stereotypies

stereotypies, anxiet stereotypies

stereotypies

stereotypies

stereotypies (ASD di stereotypies, anxiet'

stereotypies (ASD di stereotypies

stereotypies, anxiet'

sleep disorder, beha' no no sleep disorder behavioral problem NA behavioral problem, water fascination  behavioral problem no sleep disorder, anxie sleep disorder, beha NA

7.5 27 18.5 2 12.5 3.5 11 1.5 20 NA 7 NA 13

16.5 67 47.3 7.6 30 10.9 28.1 11.6 41 NA 18.1 11 27

-2 NA -2.7 NA -2 -2.5 NA 1 -4 NA -2 -3 -2

118 150 164 76 140 93.5 149 82 172.5 NA 114.5 NA 130

-1 NA -0.88 NA -2 -2 NA 0 -0.5 NA -1.3 -2 -2

46 48.5 50.5 40.5 48 44.5 47.5 45 51 NA 45 43 47

<-4 -3,5 <3 -4 <-4 -4 <-4 -3 -4 -4 <-4 -5 -5

no NA thin skin no thin skin thin skin, dermatitis dermatitis at birth  thin skin thin skin, dermatitis no thin skin thin skin thin skin, dermatitis
no no short 5th metatars, ! yes (adductus thumb) no NA no no yes. Bilateral postaxi no no NA no

no NA no no yes (AtSD) NA no NA no no no NA no

no scoliosis,eqinus feet abnormalities of the no no NA no no no no no NA no

NA anal malposition no no no NA NA NA no cryptorchidism no NA grade Il vesicoureter
inguinal hernia, vaso hiatal hernia Acrocyanosis —hand NA NA NA NA NA NA inguinal hernia NA NA velopalatine insuffici
astigmatism NA myopia NA myopia hypermetropia no NA myopia, astigmatism myopia NA NA NA

no NA no no no NA papillary pallor papillary pallor hypolasia optic nerv¢ no no no hypolasia optic nerve
yes yes yes yes yes yes yes yes no yes yes yes yes

difficult in infancy ~ gastrostomy breast, additional  NA important feeding di very difficult betwee first months low appetite NA highly selective very selective NA very selective

no no no yes yes yes yes no no yes no yes yes

no yes NA NA no NA yes NA no NA no NA yes

done done done done done done done done done not done done done done

CCH, CeA (pre and p EV nothing NA CCH, atrophy CSE  delayed myelinatior CCH, CA, EV EV, CA EV NA CA, CeA nothing enlarged pericerebr:




Previously

Total (n=34) reported® (n=80)
Ind#35 Ind#36 Ind #37 Ind #38 Ind#39 Ind #40 Ind #41 Ind #42 Ind #43 Ind #44 Total % Total %
M M F M F M F F F M 17F/17M
c.799C>T €.665-9_665-5delTT(c.936T>A 951+1G>C ¢.1270del g.38302140_400414 c.235dupA c.1399C>T c.763C>T c.613C>T
p.GIn267* p.? p.Cys312* p.? p.His424fs - p.Arg79fs p.Argd67* p.Arg255* p.Arg205*
nonsense splice nonsense splice frameshift deletion frameshift nonsense nonsense nonsense
de novo de novo de novo de novo de novo de novo de novo de novo NA NA
no yes yes no yes yes yes yes yes yes 20/32 63% 22/32 69%
NA NA NA NA NA NA NA NA NA kidney asymetry
term term term term term term term term 35 term
NA 10/10 NA 10/10 9/10 10/10 10/10 9/10 NA NA
2880 2580 2175 2810 2700 3395 2160 2530 1695 2590

50 44 43 49 47 46 43.6 43 435 44

34 33 30,2 33 31.5 NA 30 31.5 28.5 32
few sentences absence few words NA few sentences absence NA few words few words absence 30/30 (A/FW: 22/31) 100% (71%) 74/74 100%
moderate severe NA NA moderate/severe severe NA severe severe severe 32/32 (M/s:28/30) 100% (93%) 73/73 100%
yes yes yes NA yes yes yes yes yes no 29/33 (febrile: 18) 88% 56/76 (febri 74%
febrile febrile + tonicoclonic febrile NA febrile, absence, mycfebrile, tonico-clonic NA absence, tonico-clon NA NA
yes yes yes yes no NA yes no no NA 16/29 55%
yes (19 mo) yes (21 mo) yes (25 mo) yes (>26 mo) yes (24 mo) yes (28 mo) yes (21 mo) no (17 mo) yes (20 mo) yes (>36 mo) 27/33 82% 59/67 88%
no NA digitigrade walk hypereflexia no pyramidal signs pyramidal signs, hyp hypertonia NA NA 18/28 64% 32/44 73%
stereotypies stereotypies, anxiet stereotypies NA anxiety stereotypies, anxiet' NA anxiety no no 28/32 88% 40/45 89%
sleep disorder behavioral problem water fascination, be NA NA sleep disorder, watei sleep disorders sleep disorders, wat¢absence of fear no
23 18 3 NA 13 8.5 5 15 6 4
63 40,5 12 NA 31.6 19 16.7 36.6 15.8 13.1
N NA -1 NA -1.3 -2 NA -25 -1.4 -1.7
173 159,5 87 NA 139 120 102 150.5 113 95
N NA -2 NA -1.7 -1.5 NA -2 N -2
52.5 52 44 NA 50 455 45 49.3 44 445
-3 -3 3,5 NA 2 -6 <3 <3 <-4 <-4 32/32 100% 72/77 94%
no no thin skin NA NA thin skin NA thin skin no NA 19/28 68% 10/?
no no yes NA long fingers, small th no NA no no no 7
no no NA NA pulmonary valve dys no NA no no no 3
cyphosis scoliosis pectus NA no no NA no no no 7
testicular ectopia  no ovarian hernia NA no NA NA no no micropenis 10/23 43% 13/?
NA NA NA NA no nail dystrophy NA no no no
myopia hypermetropia no NA hypermetropia NA NA hypermetropia no hypermetropia, astig15/21 71%
no no no strabism nystagmus hypolasia optic nerve NA no strabism no
no yes yes yes yes yes NA yes yes yes 31/33 94% 50/57 88%
NA smashed food NA NA first months poor eating NA NA very selective NA
yes no no NA NA no NA yes no yes 12/?
no no yes yes yes no NA yes no NA 11/?
not done done done NA NA done done done done done
NA periventricular whitiNA NA NA CCH, enlarged cister enlarged pericerebrinothing CA CCH 22/27 81% 39/52 75%




DYRK1A_R (Bronicki et al., 2014)

Individuals with variants to test

ter fascination

Bronicki_#2 Bronicki_#3 Bronicki_#8  Bronicki_#10 [Ind #18 Ind #25 Ind #26 Ruaud #2 Ind #29 Ind #31 Ind #30 Ind #28 Ind #32 Ind #27 Ind #33 Bronicki_#9
M M M F F F F M M M F F F M M F

€.613C>T c.621_624 delii c.844dupA  ¢.1232dup c.1978del ¢.503G>A c.764G>A €.932C>T c.972T>A €.1384T>C ¢.1098G>T c.914T>G c.1400G>A c.860A>T c.1457G>A  ¢.1763C>A
p.Arg205* p.Glu208fs p.(Ser282Lysfs p.Argd13fs p.Ser660fs p.Glyl68Asp  p.Arg255GIn  p.Ser311Phe  p.Ser324Arg p.Tyrd62His p.lle318_Glu36€ p.lle305Arg  p.Argd67GIn p.Asp287Val p.Gly486Asp p.Thr588Asn
nonsense frameshift frameshift frameshift frameshift missense missense missense missense missense inframe del missense missense missense missense missense

de novo de novo de novo de novo de novo de novo NA de novo de novo de novo de novo de novo de novo de novo de novo de novo

NA NA no yes yes NA no yes yes NA yes yes NA yes NA no

NA NA NA NA heart ventricul NA NA artery NA NA NA NA NA NA NA NA

term term term term term NA term term term term term term NA prematurity NA term

10/10 10/10 8/10/10 10/10 10/10 NA 10/10 NA NA 7/10 9/10 NA NA NA NA 8/3

2720 3280 3290 2215 2660 NA 3490 3170 2575 3440 2570 2550 NA 2200 NA 3000

47 49 47 46 46 NA 51,5 49 46 50,5 48 47 NA NA NA 48

32 33 34 32 31 NA 36 335 33 37 31 315 NA NA NA 32

few words few words absence few words few sentences NA few words few words few sentences normal absence few words NA few words normal absence
moderate moderate moderate/sev moderate/sevd moderate NA NA moderate mild mild severe severe NA severe no ID severe

yes absence? yes yes no NA no yes yes yes yes yes no yes no yes

NA NA febrile, tonico- febrile, myoclofNA NA NA febrile atonic febrile febrile, tonic-clo febrile NA febrile NA absence, tonic
NA NA yes NA no NA no NA yes no yes NA NA no NA yes

yes yes (23mo) no (16 mo) yes(20mo) |[yes(18 mo) NA yes (18 mo) vyes yes (22 mo) no (13 mo) yes (36 mo) yes NA yes (20 mo) no yes (>36 mo)
NA hypertonia hypereflexia NA no NA no NA no normal no ataxic walk, hy NA NA no ataxia
anxiety stereotypies  ASD diagnosis flapping anxiety NA stereotypies stereotypies  ASD, anxiety anxiety sterotypies sterotypies sterotypies stereotypies ASD stereotypies
NA sleep disorders water fascinat NA NA NA behavioral prot NA sleep disorder, aggresivity sleep disorder, water fascination, behavioral prc NA NA sleep disorder, wa
15 3 NA NA 12 NA 3 NA 5 22,5 16 NA NA 6 10 38
43.8 135 NA NA 39 NA 15,7 NA 11,5 89 44 NA NA 21 39.4 75

NA -1 NA -2 N NA N NA +1.2 NA -2.3 -1.5 NA NA NA +3.5

167 94 NA NA 154 NA NA NA 101,5 181 162 NA NA 117 156 170

NA -1 NA -0,5 +1.7 NA NA NA -1,5 NA -1 NA NA NA NA 1

43,8 46 NA NA 50 NA NA NA 52 60,5 47 NA NA 46.5 58.5 NA

-3 -4 <3 -3.5 -2.5 NA 2 <-4 +1 NA <3 -4 NA <3 NA -3

thin skin NA no thin skin no NA no NA no no no NA dermatitis NA +2 thin skin

no NA no NA no NA no no clinodactyly 5ti no long fingers, can NA flat feet NA no

no NA VSD NA no NA no no no no NA NA NA NA NA NA

pectus excavat NA scoliosis NA NA NA no no no scoliosis NA NA NA NA NA NA

no NA NA no no NA no no no no NA NA NA micropenis NA no

no NA NA NA NA NA no no no no NA NA NA NA NA NA
hypermetropia hypermetropia hypermyopia NA hypermetropiz NA no NA NA hypermyopia NA NA NA NA NA NA

NA NA NA no NA NA no NA no NA NA NA NA NA NA

yes yes yes yes no NA no no yes no yes NA yes NA NA yes

NA NA gastrostomy NA NA NA NA no NA NA difficulty during no NA NA NA mild

NA yes yes NA no NA no NA yes no yes NA NA yes NA yes

NA NA yes NA no NA no NA yes no no NA NA NA NA no

done done done done done NA done done done done done done done NA NA not done
EV, plagioceph EV EV EV, CCA thin optic nerv NA nothing EV nothing EV CA, EV CCH normal NA NA NA




Cohort
DYRK1A_|

DYRK1A_R

test

Name
this report

Bronicki et al. 2014

Ruaud et al., 2015
Van Bon et al. 2016

this report

Bronicki et al. 2014

Ruaud et al., 2015
Jietal ., 2015

other monogenic ANKRD11

forms

MED13L

DDX3X

ARID1B

SHANK3

TCF4

KMT2A

Table S2

Ind Sex

Ind #1

Ind #2

Ind #40
Ind #3

Ind #4

Ind #5

Ind #6

Ind #10
Ind #44
Ind #7

Ind #43
Ind #35
Ind #37
Ind #34
Ind #42
Ind #41
Ind #8

Ind #9

Ind #11
Ind #12
Ind #13
Ind #14
Ind #15
Ind #39
Ind #16
Ind #17
Ind #19
Ind #20
Ind #21
Ind #36
Ind #38
Ind #22
Ind #23
Ind #24

Bronicki_#2 M
Bronicki_#3 M
Bronicki_#8 M
Bronicki_#10 F
Ruaud_#1 M
VanBon_SSC138¢F
VanBon_SSC120¢ M
VanBon_SSC135: M
VanBon_UMCN 1F
VanBon_UMCN z M
VanBon_Troina 1M
VanBon_GF2852 M
VanBon_Leuven3 F

Ind #18
Ind #25
Ind #26
Ind #27
Ind #28
Ind #29
Ind #30
Ind #31
Ind #32
Ind #33
Bronicki_#9
Ruaud_#2
Ji_#P7
Ji_#P8
Ji_#P9

ANKRD11_1
ANKRD11_2
ANKRD11_3
ANKRD11_4
ANKRD11_5

MED13L_1
MED13L_2
MED13L_3
MED13L_4
MED13L_5

DDX3X_1
DDX3X_2
DDX3X_3
DDX3X_4
DDX3X_5
ARID1B_1
ARID1B_2
ARID1B_3
ARID1B_4
ARID1B_5
ARID1B_6
ARID1B_7
ARID1B_8
SHANK3_1
SHANK3_2
SHANK3_3
SHANK3_4
SHANK3_5
SHANK3_6
TCF4_1
TCF4_2
TCF4_3
TCF4_4
TCF4_5
TCF4_6
KMT2A_1
KMT2A_2
KMT2A_3
KMT2A_4
KMT2A_5
KMT2A_6

Mutation nomenclature

g:38481804_40190458del
g.38722881_39426450del
g.38302140_40041414del

(9;21)(p12;022)
c.349C>T
c.349C>T
c.349C>T
c.477del
c.613C>T
c.763C>T
c.763C>T
c.799C>T
c.936T>A
c.1309C>T
c.1372C>T
c.235dupA
€.290_291 delCT
c.297_301delCTTGA
€.702_703delCT
c.782del
c.1004del
¢.1008dup
c.1033del
c.1270del
c.1333dup
c.1491del
c.328-1G>T
€.665-2A>G

€.665-9_665-5delTTCTC
€.665-9_665-5delTTCTC

c.951+1G>C

€.951+4_951+7delGTAA

¢.1240-2A>G

€.1240-1_1240insTAA

c.613C>T

c.621_624 delinsGAA

c.844dupA
c.1232dup
c.613C>T
¢.1098 +1G>A
c.143_144 del
c.1491del
€.799C>T
c.1240-2 A>G
c.516 +2 T>C
€.367C>T

€.665-9_665-5delTTCTC

c.1978del
c.503G>A
C.764G>A
c.860A>T
c.914T>G
c.972T>A
¢.1098G>T
¢.1384T>C
c.1400G>A
c.1457G>A
c.1763C>A
c.932C>T
¢.563A>T
c.734T>G
c.883C>T

pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant

pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant

pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant
pathogenic variant

p.Argll7*
p.Argll7*
p.Argll7*
p.Tyr159*
p.Arg205*
p.Arg255*
p.Arg255*
p.GIn267*
p.Cys312*
p.Argd37*
p.Argd67*
p.Arg79fs
p.Ser97fs
p.Leu100fs
p.Cys235fs
p.Leu261fs
p.Gly335fs
p.Pro337fs
p.Trp345fs
p.His424fs
p.Thr445fs
p.Ala498fs

p.Arg205*
p.Glu208fs
p.Ser282fs
p.Argd13fs
p.Arg205*
p.?
p.lle48fs
p.Ala498fs
p.GIn267*
p.?

p.?
p.GIn123*
p.?

p.Ser660fs
p.Gly168Asp
p.Arg255GIn
p.Asp287Val
p.lle305Arg
p.Ser324Arg
p.lle318_Glu366del
p.Tyr462His
p.Argd67GIn
p.Gly486Asp
p.Thr588Asn
p.Ser311Phe
p.Lys188lle
p.Leu245Arg
p.Leu295Phe

Type
deletion
deletion
deletion
translocation?
nonsense
nonsense
nonsense
nonsense
nonsense
nonsense
nonsense
nonsense
nonsense
nonsense
nonsense
frameshift
frameshift
frameshift
frameshift
frameshift
frameshift
frameshift
frameshift
frameshift
frameshift
frameshift
splice
splice
splice
splice
splice
splice
splice
splice

nonsense
frameshift
frameshift
frameshift
nonsense
splice
frameshift
frameshift
nonsense
splice
splice
nonsense

splice

frameshift
missense
missense
missense
missense
missense
inframe
missense
missense
missense
missense
missense
missense
missense

missense

Inheritance
de novo
de novo
de novo
de novo
NA
mosaic father
de novo
de novo
NA

NA

NA

de novo
de novo
NA

de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
NA

de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo

de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
NA

de novo
de novo
de novo
de novo

de novo
de novo
NA

de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo

de novo
inherited mothe
de novo
de novo
de novo

de novo
de novo
de novo
de novo
de novo

de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo
de novo

O N P P N O FRr ONONNPRP

N R R R R RPNRNRNNNNNRNNNNNRERNRORIRRRRREPRNRR 2 = 2 = O

N N N DN O N O N R NDNMNNDN

N P ONONNRNNNINNNNRNERENNNIERRNRRERERREREROOR RLPRLNNRE OO = = O

R NN ONDNDNNNDNNNDNDNNDN

z
-
2 3
T 2 &
s E S
1 2 2
NA NA 2
2 2 2
0 2 2
2 2 2
2 1

2 2 2
2 1 2
2 2 2
2 2 1
2 2 2
1 1 2
1 2 2
0 1 2
2 2 2
NA NA 2
1 2 2
2 2 2
2 2 2
2 2 2
2 2 2
1 2 2
2 1 2
2 1 1
2 2 2
2 1 2
2 2 2
1 2 2
1 1 2
2 2 2
NA  NA NA
2 2 2
2 2 2
1 1 2
1 2 2
1 2 2
2 2 2
2 2 2
1 1 1
2 2 1
1 2 2
1 1 2
2 2 2
1 2 2
2 2 2
1 2 2
1 2 2
1 0.5 1

N N 2N

N O ON P P OO OOOOOOOORrR OO0 0O 0O 0O O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OOo0O R OFrRrOoORFrOoO o o o o O

Feeding difficulty

N NN DNNNNNNNENNNNDNMNNN

N N NN N NNDNMDMNDNNDNDDNDDN

N N NN O P O O O O O O O O O N OONUONOOOOOOOUONNOOONO N N O N -

N P NNONNONRPRPRRPRPONRPRPEPNNNRPEPRPRPONRPRNERENNNPREL

ONNOD—'IOOD—'NOIO

oooo»—-on—‘ooon—‘n—‘n—-v—-n—-oN»—-oowoooon—-oooo»—-oooowooloo O P ONRFPR OONINIERNNO

History of seizures

NN

5 = ‘g »
< 5 g 3
S~ > > [
£ & > S &
‘© £ 8 = =
s o [7] © -
© c o H o
k= © S o =]
2 £ 2 % =
] o e g8 8
< @ 2 < <«
1 1 1 05 05
o 1 [NAWo [NAW
1 1 1 05 05
o 1 0o o0 05
1 1 1 0 o0
1 0o 1 05 05
1 1 1 05 05
1 0 1 05 0
o 1 1
2 [NAMo o os
o 1 1 [NAlo
1 1 0 o0
1 .1 05 05
1 05 1 0 05
1 0 o0 05 05
[NAWos 1 o5
2 1 1 05 05
1 1 1 05 05
1 1 0 05
1 1 1 0
1 1 1 o0
1 0 1 05 05
1 05 1 05 0
1 [NA: o o
1 1 1 05 05
1 o5 o [NAMos
1 1 1 05 05
1 1 1 05 05
2 1 0 05 05
2 1 1

NA NA NA
1 o0 1
2 1 1 o0 05
1 0o 1 05 05

N

O N N O N NDNONNNPRPL O

N N NN P N P

P R R PR NR R RN