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INTRODUCTION
GENERALE
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I est bien reconnu que 1’ouie est 1’un des sens les plus importants dans la vie de tout étre
humain. Aujourd’hui plus que jamais, nous vivons dans un environnement ou le son est une
composante dominante de notre quotidien, notamment par I’utilisation de technologies récentes
associant vision et audition. Privé de I’audition, ’humain vit dans une situation d’handicap majeur.
L’interaction et I’intégration dans son environnement deviennent des taches lourdes, complexes et
parfois impossibles. Lorsque la surdité survient avant 1’acquisition du langage, une situation
qualifiée de surdité pré-linguale, I’enfant se retrouve isolé manquant de toutes références sonores.

Cette pathologie touche, selon les dernieres estimations, 1 a 2 nouveau-nés sur 1000, et la
malentendance affecte prés de 1.5 milliard de personnes a travers le monde. Les surdités se
distinguent par différents critéres, tel que 1’age d’apparition, la localisation de 1’atteinte au niveau
de I’oreille, le degré de la perte auditive et la cause de cette perte, dont les origines sont multiples et

varient entre des causes environnementales et des causes génétiques.

Les surdités d’origine génétique comptent pour environ 50a 60 % des surdités, et se
classifient en non syndromiques (isolées) ou syndromiques (associées a un ou plusieurs autres
symptdmes). Les génes associés aux surdités sont actuellement estimés a plus de 220 selon
différentes bases de données englobant tous les modes de transmission mendélienne par I’altération

de génes nucléaires, ou spécifiguement maternel a cause des variants de génes mitochondriaux.

Les surdités non mitochondriales sont causées par des variants dans les génes nucléaires de
transmission récessive, dominante, liée a I’X ou a 1I’Y, représentant 99% des surdités héréditaires.
On retrouve les surdités isolées ou associées a différents symptomes tels les syndromes d’Usher, de
Waardenburg, de Pendred et d’Alport pour les plus répandus et le syndrome 3MC parmi les plus
rares.

Les surdités mitochondriales englobent différentes surdités, syndromigue ou non
syndromique, dues a un variant dans un géne mitochondrial ou un géne nucléaire codant une
protéine a fonction mitochondriale. Ces variants entrainent une dysfonction mitochondriale
affectant les mécanismes auditifs ou la survie des cellules qui composent la cochlée.

Tous ces parametres contribuent a une large hétérogénéité clinique et génétique des surdités

héréditaires.

De nombreuses études réalisées sur la population marocaine ont permis de batir une carte
génétique des patients marocains atteints de surdité congénitale. Au sein du laboratoire de
Génomique et Génétique Humaine de I’Institut Pasteur du Maroc, et gréce aux collaborations avec

I’équipe Mitolab de 1’Unité Mitovasc a I’Université d’Angers et 1’équipe de Physiologie de
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I’audition de I’Institut Pasteur de Paris, nous avons pu identifier au sein de familles marocaines une
multitude de variants dans des génes, tels que GJB2, LRTOMT, TMC1, TBC1D24, TPRN, ESPN,
EDNRB, MTRNR1, MYO7A, MYO15A, PJVK, MET, BSND, GPR98, ATP6V1B1. D’autres géenes
ont été reportés par d’autres équipes, permettant d’élargir le profil génétique de la population
marocaine atteinte de surdités, dont CLDN9, FAM20C, KCNQ1, LARS2, PNPT1, PTPRQ,
SDR42E1, SLC22A4.

Le Next Génération Sequencing (NGS) est la technologie sur laquelle repose nos études
génomiques. Par séquencage ciblé de génes ou par séquengage de I’exome (Whole Exome
Sequencing, WES), nous avons pu établir la cause génétique de la surdité de certains de nos

patients, et I’incrimination de nouveaux génes par WES.

Dans ’optique d’élargir notre connaissance du spectre de la diversité génétique de la surdité
héréditaire congénitale et infantile au sein de la population marocaine, 1’identification et la liaison
de variants et génes potentiellement nouveaux a la surdité, nous avons développé par analyse NGS,
des investigations génomiques et moléculaires sur la cohorte de patients sourds recrutée depuis de
nombreuses années. Les résultats obtenus ont permis d’identifier de nouvelles composantes

génétiques de la surdité au sein de la population marocaine.

Ce manuscrit s’ouvre sur une Synthese bibliographique introduisant le sujet de cette these
avec des rappels de I’anatomie et physiologie de 1’oreille, une vue d’ensemble de la surdite, son
épidémiologie et ses classifications, puis un apercu sur les surdités génétiques, les surdités
mitochondriales et un état de 1’art des surdités héréditaires au sein de la population marocaine.
Ensuite dans une seconde partie, notre stratégie expérimentale concernant le recrutement des
patients et les techniques et méthodes réalisées pour répondre a nos objectifs seront exposées. La
partie résultats et discussion est répartie en 4 chapitres correspondant aux quatre volets menés aux
cours de ce travail de thése.

Chapitre | : les investigations moléculaires primaires des familles marocaines recrutées
souffrant d’une déficience auditive ont permis I’identifier le profil génétique de patients portants un
variant des génes GJB2 et LRTOMT, et ainsi de realiser une actualisation du spectre de mutations de

ces génes dans les surdités non syndromiques au sein de la population marocaine

Chapitre 1l : nous présentons le cas de patients de mémes fratries atteints de surdité non

syndromique, étudié par WES, dont 1’analyse d’haplotype a releveé un variant sur le géne MPZL2.
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Ce travail a fait 1’objet d’une publication dans 1’International Journal of Pediatric

Otorhinolaryngology.

Chapitre 111 : nous présentons des cas de surdité syndromique, avec deux fréres atteints d’une
surdité associée a une atteinte rénale ou syndrome d’Alport, lié au gene COL4A3, et un patient
d’une seconde famille présentant le syndrome 3MC, identifié pour la premiere fois au Maroc et
associé a un variant MASP1. Ces résultats ont abouti a une publication dans le journal Human Gene.

Chapitre IV : nous traitons de patients sourds d’une méme fratrie, présentant des troubles du
spectre autistique. L’analyse d’exome a révélé un variant homozygote de transmission autosomique
récessive sur le gene ELMOD?2. C’est le premier cas associé a un variant ’ELMOD?2 associé¢ a une
surdité. L implication d’ELMOD?2 dans la fusion mitochondriale, nous a amené a étudier I’effet du

variant ELMOD?2 sur I’intégrité du réseau mitochondrial chez I’un des patients et chez sa mere.

L’ensemble de ce travail fait enfin 1’objet d’une conclusion générale s’ouvrant sur des

perspectives a mettre en ceuvre pour la poursuite de ces études.
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I. Oreille et audition

L’oreille, organe sensoriel complexe, est responsable de deux sens indispensables, 1’audition
et I’équilibre. Se focalisant sur 1’audition, [’oreille par ses trois parties et ses différents
compartiments, cellules et fluides, permet la transmission du son, son amplification, son traitement

selon sa fréquence et son intensité, et sa perception.

1. Anatomie

1.1. Oreille externe

L'oreille externe se compose d'un rebord partiellement cartilagineux appelée le pavillon, d’une
cavité resonante appelée la conque, et du canal de I’oreille ou le conduit auditif externe menant au
tympan ou a la membrane tympanique (Figure 1). L’oreille externe a deux roles dans la
transmission du son : elle facilite la localisation sonore en modifiant le spectre du son en fonction
de la direction de la source du son, et elle augmente par résonances, la pression sonore a la

membrane tympanique (Pickles 2013).

1.2. Oreille moyenne

L’oreille moyenne couple 1'énergie sonore du conduit auditif externe a la cochlée, et par son
action transformatrice aide a transformer l'impédance du conduit auditif en une impédance
beaucoup plus élevée des fluides cochléaires. De fait, en 1'absence d’un mécanisme transformateur,
une grande partie du son serait réfléchie. Le son est transmis de la membrane tympanique a la
cochlée par trois petits os, connus comme les osselets. On les appelle le marteau, I'enclume et
I’étrier (Figure 1). Les deux premiers sont reliés de fagon relativement rigide de sorte que lorsque la
pointe du marteau est poussée par la membrane tympanique, les os pivotent ensemble et transférent
la force a I’étrier. Ce dernier est fixé a une fenétre flexible dans le mur de la cochlée, appelée
fenétre ovale. (Pickles 2013). L’oreille moyenne communique aussi avec le pharynx par la trompe
d’eustache et avec ’oreille interne par deux orifices membraneux : la fenétre ronde a la base de la

rampe tympanique et la fenétre ovale limitant la base de la rampe vestibulaire (Mgller 2006).
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Figure 1 : Oreille externe et moyenne

1.3. Oreille interne

L’oreille interne, ou labyrinthe, est située au sein de la pyramide pétreuse de 1’os temporal
du crane. Elle comporte un ensemble de cavités osseuses, ou labyrinthe osseux, contenant des
structures tubulaires formant le labyrinthe membraneux. Au sein de ce dernier se trouvent 1’organe
sensoriel cochléaire destiné a 1’audition et les capteurs sensitifs vestibulaires spécialisés dans la

détection des accélérations angulaires et linaires de la téte (Sauvage et al. 1999) (Figure 2A).

1.3.1. Cochlée

La cochlée tire son nom du grec cochlos, désignant le mot escargot. Ancrée profondément
dans la partie temporale du crane, la cochlée mesure environ 1 cm de largeur et 5 mm de la base a
I'apex et contient une membrane basilaire enroulée d'environ 35 mm de long. Elle réalise la
détection sonore et son analyse. La cochlée est divisée en trois rampes spiralées: la rampe
vestibulaire placée vers 1’apex et la rampe tympanique placée vers la base et le canal cochléaire au
milieu, séparé de la rampe vestibulaire par la membrane de Reissner et de la rampe tympanique par

la membrane basilaire.

Les deux rampes extérieures sont reliées au sommet de la cochlée (Figure 2B). Les rampes
vestibulaire et tympanique contiennent de la périlymphe, un fluide similaire au fluide extracellulaire

dans sa composition ionique, avec une concentration forte en Na* et faible en K*.

Amalou Ghita | Génétique des surdités héréditaires au sein de la population marocaine —
Etude des génes MPZL2, COL4A3 MASP1 et ELMOD2 3883 | 7



Le canal cochléaire forme un compartiment intérieur ne communiquant pas directement avec
les deux autres et contenant I'endolymphe dont la composition est similaire au liquide intracellulaire
par sa concentration élevée en Ka* et faible en Na*. (Sauvage et al. 1999; Pickles 2013).

A B

Rampe vestibulaire

Cochlée Organe de Corti

Rampe tympannique

C

Rampe vestibulaire

Figure 2 : Anatomie de I'oreille interne et la cochlée
Traduit et modifié de (Petit et al. 2023)

Amalou Ghita | Génétique des surdités héréditaires au sein de la population marocaine —
Etude des génes MPZL2, COL4A3 MASP1 et ELMOD? 18



1.3.2. Organe de Corti

La cochlée a ses cellules sensorielles ou réceptrices dans 1’organe de Corti, décrit pour la
premiére fois par Corti en 1851. Depuis, les expériences de neurophysiologie et de biochimie
identifiant la composition des fluides de I'oreille interne ont illustré a quel point 1’interface entre
cellules sensorielles et fluides intra-cochléaires sont capitaux pour la fonction auditive (Ades and
Engstrom 1974).

L’organe de Corti est le systéme de transduction sensorielle de 1'oreille, car il convertit les
ondes sonores dans I’endolymphe du conduit cochléaire en impulsions électriques. Ces impulsions
sont relayées par des fibres nerveuses a travers le nerf auditif, les noyaux du tronc cérébral
jusqu’aux aires auditives primaires puis secondaires.

L'organe de Corti est posé sur la membrane basilaire, une structure fibreuse divisant le canal
cochléaire de la rampe tympanique. Sa rigidité est assurée par des cellules piliers le long de sa
longueur, se terminant dans leur extrémité supérieure par la lamine réticulaire, qui assure la division
chimique entre les ions dans les fluides du canal cochléaire et ceux de la rampe tympanique (Figure
2).

Les récepteurs auditifs sont les cellules ciliées de I'organe de Corti, qui transforment les
stimuli mécaniques induits par le son, en impulsions électriques. Elles sont de deux types : internes
et externes (Brownell et al. 1985; Stelma and Bhutta 2014). Ces cellules sensorielles sont
supportées par des cellules de soutien, dont les cellules phalangiales internes qui entourent
completement les cellules ciliées internes.

Les cellules phalangiales externes ou cellules de Deiters reposent sur la membrane basilaire.
Leur pdle supérieur déprimé en cupule recoit et ancre solidement la base des cellules ciliées
externes. Externe aux cellules ciliées externes se trouve une rangée de cellules de soutien, connues
comme les cellules de Hensen (Sauvage et al. 1999; Pickles 2015).

Entre les cellules ciliées internes et externes se trouve le tunnel de Corti, bordé de cellules
piliers internes et externes, permettant le maintien de la rigidité de I'organe de Corti pendant le

mouvement de cisaillement (Pickles 2015).

1.3.3.  Cellulesciliées

Les cellules ciliées internes fonctionnent comme les acteurs sensoriels, capturant des
informations sur la fréguence, l'intensité et la temporalité du son, alors que les cellules ciliées
externes fonctionnent comme amplificateurs cochléaires, modifiant la sensibilité et la sélectivité du
son.

La cochlée humaine compte environ 12 000 cellules ciliées externes de forme cylindrique

disposées en 3 a 5 rangées le long de la membrane basilaire, et environ 3 500 cellules ciliées
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internes de forme communément comparée a celle d'une fiole, disposees en ligne simple (Figure 3).
Sur chaque cellule ciliée externe, 50 & 150 stéréocils sont disposees en 3-4 lignes qui prennent une
forme en W ou V, alors que les stéréocils des cellules ciliées internes sont disposes en formations
aplaties en U (Mgller 2006).

Actine I
Liens Stéréocil
terminaly

?-4“”“ X

Plaque
cuticulaire

Noyau

+
Vesicule\% / Canal K

synaptiques [\4 Connexines

6@

Cellules de
soutien

Figure 3 : Structure d'une cellule ciliée
(Willems 2000)

La partie apicale d'une cellule ciliée est la région impliquée dans la transduction sensorielle.
Dans les deux types de cellules ciliées, les plus hauts cils sont situés sur le coté le plus externe de la
cellule, et les plus courts sur le coté interne. Les cils ont un squelette intra-cellulaire d'actine et de
myosine non conventionnels, et sont reliés entre eux ; ils oscillent donc en faisceau. Les filaments
d'actine donnent aux cils une raideur considérable, de sorte qu'ils se comportent comme des leviers
rigides en réponse aux déformations mécaniques (Flock et al. 1977; Pickles 2013). Les cils situés
sur la surface apicale de chaque cellule ciliée sont interconnectés par de fines fibres appelées liens
terminaux, qui émergent des extrémités des stéréocils les plus courts du faisceau, pour remonter
vers le haut et rejoindre les stéréocils adjacents, plus grands (Flock et al. 1982; Pickles 2013). La
plaque cuticulaire, une région riche en actine dans le domaine apical des cellules ciliées, ancre les
cils au cytosquelette de la cellule ciliée. Les extrémités des cils des cellules ciliées externes sont
noyées dans une feuille visqueuse et élastique appelée membrane tectoriale recouvrant 1’organe de

Corti.
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Les quelques 16 000 cellules ciliees de chaque cochlée sont innervées par environ 30 000
fibres nerveuses afférentes, qui portent lI'information au cerveau le long du huitiéme nerf cranien
(Kandel et al. 2000). Les cellules ciliées internes sont associées a 95 % des fibres afférentes du nerf
auditif, qui transmet I'information auditive de la cochlée au tronc cérébral. Les propriétés électro-
contractiles des cellules ciliées externes permettent I’amplification des signaux sonores. Les
électromobilités sont régulées par le systeme efférent médium et les cellules ciliées externes sont
connectées au systeme nerveux centrale par le systéeme afférent spiral (Ades and Engstrom 1974;
Kandel et al. 2000).

2. Son

Les ondes sonores sont définies comme étant la partie audible du spectre des vibrations
acoustiques. D'une maniere générale, un son est défini par I'amplitude de lI'onde sonore et sa
fréquence ou nombre d'ondes par unité de temps. Elles se caractérisent par trois parameétres : leur
fréquence, leur intensité et leur durée.

- La fréquence, exprimée en Hertz (Hz), correspond au nombre de vibrations par seconde.
Ainsi, un son grave est caractérisé par une fréquence basse, alors qu’un son aigu a une fréquence
¢levée. L’homme est capable de percevoir des sons allant de 20 Hz pour les plus graves, a 20.000
Hz pour les plus aigus. Les ondes sonores de fréquence inférieure a 20 Hz sont qualifiées
d’infrasons, et celles dont la fréquence dépasse les 20.000 Hz d’ultrasons.

- L’intensité exprimée en décibel (dB), qui tire son nom du pionnier des télécoms Alexander
Graham Bell, correspond a I’amplitude de la vibration. Le niveau de référence sonore standard
adopté par I'Acoustical Society of America correspond a 0 dB, une valeur qui se situe juste au seuil
auditif de 'Homme moyen. Une valeur de 0 dB ne signifie donc pas lI'absence de son mais le seuil
minimum d’audibilité de 1’étre humain. La plage de 0 a 140 dB correspond a 1’échelle comprise

entre la pression seuil et la pression dommageable pour I'organe de Corti (Barrett et al. 2010).

3. Transmission et perception sonore

Les ondes sonores sont captées par le pavillon de l’oreille externe. Elles sont ensuite
amplifiées et acheminées a I’oreille moyenne par le conduit auditif externe en faisant vibrer le
tympan. Les mouvements de la membrane tympanique en réponse aux ondes sonores sont amplifiés
par les osselets de 1’oreille moyenne et générent des ondes de compression a travers 1’étrier, qui
exerce une pression sur la membrane de la fenétre ovale de la rampe vestibulaire a la maniére d’un
piston qui comprime la périlymphe.

Les ondes hydrauliques se propagent tout le long de la rampe vestibulaire jusqu’a la fenétre

ronde de la rampe tympanique, vers I’oreille moyenne. Les parois de la rampe vestibulaire et de la
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rampe tympanique subissent une déformation lors du passage des ondes hydrauliques, ce qui
engendre le déplacement de la membrane vestibulaire. Ce déplacement entraine une variation de
pression dans I’endolymphe qui a son tour est responsable de la création d’'un mouvement
ondulatoire de la membrane basilaire de 1’organe de corti.

L'onde déplace la membrane tectoriale et produit un mouvement de cisaillement qui plie les
cils. Quand le faisceau de cils est dévié dans la direction des plus longs cils, les liens terminaux sont
placés sous tension, en tirant sur les canaux mecano-transducteurs. Ceci provoque I'ouverture de
canaux ioniques spécifiques, déclenchant un afflux d'ions K* et Ca* qui dépolarise la cellule ciliée,
ce qui entraine I'exocytose, sous la dépendance du Ca?*, de vésicules de neurotransmetteurs sur la
surface basolatérale de la cellule, dans une zone appelée ruban synaptique. La libération de
neurotransmetteurs excite les neurones auditifs adjacents qui envoient des signaux aux centres
auditifs du cerveau, contribuant ainsi a la perception des sons (Willems 2000; Tekin et al. 2001,
Stelma and Bhutta 2014; Pickles 2015) (Figure 4).

A c

ik —~ A

Figure 4 : Transduction électromécanique dans les cellules ciliées
(Boucher and Avan 2023)

Pour maintenir une audition normale, les ions K+ qui entrent dans les cellules ciliées doivent
étre recyclés. Aprés l'influx et l'initiation du potentiel d'action, les ions K+ passent d'abord par un
canal sur le coté basolatéral de la membrane de la cellule ciliée, pour atteindre les cellules de
soutien. L3, les ions diffusent passivement de cellule a cellule par les jonctions gaps, qui sont
composées en grande partie de protéines connexines multimériques présentes dans les cellules de
soutien, les cellules du limbe spiral et du ligament spiral. Une fois que les ions K+ atteignent la strie
vasculaire, ils sont activement repompés dans I'endolymphe par des canaux de K+ dépendant du
voltage. Le maintien d'un pH de 7,4 de I'endolymphe de la cochlée est également nécessaire a une
audition normale. La forte concentration d'ions K* dans I'endolymphe tend a augmenter le pH. Les
pompes H+-ATPase présentes dans les cellules interdentaires et dans le sac endolymphatique du

labyrinthe membraneux facilitent la régulation du pH (Tekin et al. 2001).
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II. Surdité

La surdité est le défaut neurosensoriel humain le plus fréquent. C’est le handicap majeur
dans I’intégration social des individus du fait que 1’ouie joue un role primordial dans le
développement intellectuel. La surdité touche 1’adulte, I’enfant et le nouveau-né. Elle affecte le
développement de la parole, Il'acquisition du langage, et I'éducation chez les enfants et, en
conséquence, mene souvent a la diminution des opportunités d’épanouissement professionnel
menant a un isolement social (Egilmez and Kalcioglu 2016).

La surdité est une altération de I’acuité auditive (fondationpourlaudition.org). L’OMS définit
la perte auditive chez une personne lorsque celle-ci n’est pas capable d’entendre aussi bien qu’un
individu ayant une audition normale, avec une perte des seuils d'audition de 20 dB ou plus dans les
deux oreilles. La perte auditive "invalidante™ désigne une perte auditive supérieure a 35 dB dans
I'oreille la mieux entendante. Le terme "malentendant™ désigne les personnes souffrant d'une perte
auditive allant de Iégere a grave. Les personnes "sourdes" ont pour la plupart une perte auditive
profonde (voir page 32 pour la description des seuils).

1. Epidémiologie

Le ‘Global Burden of Disease’ a estimé qu’en 2019, 1.5 milliard (intervalle d’incertitude
95% 1.51-1.64) de personnes souffraient d’une forme de perte auditive, dont environ 450 millions
avec une perte de 40 dB et plus (GBD 2019 Hearing Loss Collaborators 2021). En 2019, ’OMS a
estimé qu’une population de 78 millions de personnes malentendantes vivaient dans la région
Orientale-Méditerranéenne, soit 3.1% de la population, dont 22.1 millions avec une perte supérieure
a 40dB. Selon les prédictions, en 2050 cette méme région comptera 194 millions de sourds, et 2.45
milliards (2.35-2.56) mondialement. Selon la méme étude du ‘Global Burden of Disease’, le Maroc

devrait compter environ 4.200.000 individus atteints de surdité, tous degrés confondus (Tableau 1).

Tableau 1 : Nombre de personnes et pourcentage de prévalence selon les degrés de perte

auditive au Maroc

Surdité Moyenne  Modérée Moyennement  Sevére Profonde  Totale
sévere
Prévalence 12.8 8.16 2.99 1.11 0.23 0.176 0.12
ajustée selon (12.2- (7.73- (2.59-3.4) (0.923-1.35) (0.18- (0.14- (0.0981-
I’age en % 13.4) 8.61) 0.286) 0.219) 0.148)
(IC a95 %)
Cas en milliers  4.200 2.820 902 308 66.6 57.4 39
(IC a95 %) (3.990- (2.670- (778- (252-373) (51.7- (45.1- (31.4-
4.410) 2.980) 1040) 82.6) 72.1) 48.8)

Global Buren of Disease, 2021
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Depuis la fin du siecle dernier, les programmes de dépistage de I’audition néonatale sont
devenus accessibles en Amerique du Nord, Europe et la plupart des pays développés. De fait, le
dépistage auditif néonatal universel est préconisé, c'est-a-dire le dépistage de tous les nouveau,
plutdt que seulement ceux a porteurs de facteurs de risque de perte auditive. Ces programmes ont
montré que la prévalence estimée de la perte auditive congénitale bilatérale est de 1,33 pour 1000
naissances dans les pays développés. Pour les enfants en age d'aller a I'école primaire, la prévalence
passe a 2,83 pour 1000 enfants, avec une progression & 3,5 pour 1000 chez les adolescents. Cette
augmentation au fil du temps reflete vraisemblablement le cumul de patients souffrant d'une perte

auditive due a une cause genétique acquise ou apparue tardivement (Korver et al. 2017).

Dans les pays sans programmes universel de dépistage de 1’audition néonatale, les
estimations de prévalence varient entre 19 pour 1000 nouveau-nés en Afrique subsaharienne,
jusqu'a 24 pour 1000 en Asie du Sud. Cette différence considérable dans les estimations de
prévalence entre les pays a revenu élevé ou faible est essentiellement due & I'utilisation de
différentes méthodes de diagnostic ou au choix de criteres pour définir les seuils de perte auditive.
Néanmoins, la présence de facteurs de risque constitue le facteur prédictif le plus important

responsable de surdité (Korver et al. 2017).

2. Facteurs de risques et protecteurs

Depuis la conception du feetus, de nombreux facteurs rentrent en jeux dans 1’élaboration du
niveau d’audition d’une personne. Les facteurs protecteurs assurent le maintien d’une bonne
audition le long de la vie de la personne, tandis que les facteurs de risques contribuent a la
dégradation progressive de 1’ouie menant a une surdité de différents degrés, ou a une perte sévére

pouvant entrainer la surdité (Figure 5).
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Figure 5 : Facteurs de risques et protecteurs
“World Hearing Day 2021 - Report of activities,” 2021

2.1. Causes et facteurs de risque
Alors que feetus se développe encore, le facteur génétique et les infections intra-utérines sont
les premiers risques menacant la future audition.

A la naissance une hypoxie ou une asphyxie, un faible poids, une hyperbilirubinémie ou des
morbidités périnatales tels des infections périnatales et I’utilisation de médicament ototoxiques
peuvent compromettre 1’audition du nouveau-ne.

Durant 1’enfance et adolescence, 1’otite et les méningites demeurent d’autres facteurs de
risque. Des infections par Epstein-Barr virus, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis,
Plasmodium falciparum, Streptococcus pneumoniae et le Varicella zoster virus sont aussi
responsables de pertes auditives.

A T’age adulte, d’autres risques peuvent compromettre 1’audition: les maladies chroniques
(hypertension, diabete...), I’otosclérose conduisant & une croissance osseuse anormale a l'intérieur

de l'oreille, la cigarette ou la fumée passive.

On dénombre aussi des causes liées a du cérumen coincé, un traumatisme cranien ou de
I’oreille, I’expositions aux bruits et sons forts - causant un dommage permanant aux cellules ciliées
et structures de la cochlée -, les médicament ototoxiques, 1’exposition a des produits chimiques

ototoxiques dans I’environnement professionnel, la malnutrition pauvre en certains macro ou micro
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nutriments tel la vitamine A, le zinc et le fer, une infection virale (HIV; Herpes simplex type 1 et 2;
Ebola; Lassa virus; and West Nile virus) ou d’autres sources d’agression de 1’audition, comme la
dégénérescence neurosensorielle due a 1’age, la surdité neurosensorielle soudaine et les facteurs de
risque non modifiables dues a des mutations génétiques se manifestant a partir de 1’enfance, des

syndromes, des effets de genre ou d’ethnicité (2021).

2.2. Facteurs protecteurs

Durant la grossesse une bonne hygiéne et une bonne nutrition maternelle sont considérées
comme les premiers facteurs protecteurs. L’allaitement procure au nouveau-né une protection
contre 1’otite moyenne aigue. Garder une bonne hygi¢ne de vie de ’oreille, avoir une bonne
nutrition, acquérir une bonne immunité naturelle et vaccinale, éviter la cigarette, prévenir
I’exposition aux bruits forts et se protéger contre les traumas craniens et de I’oreille, sont les

meilleurs moyens de garder une bonne audition tout le long d’une vie (2021).

3. Classification

Les caractéristiqgues phénotypiques de la surdité peuvent étre classées comme suit :
congénitale ou a apparition tardive ; conductive, neurosensorielle ou mixte ; légere a profonde ;
progressive ou non progressive ; unilatérale ou bilatérale et symétrique ou asymétrique en termes de

gravité ou de configuration (Wang et al. 2009).

o L’age d’apparition

L’apparition de la perte d’audition peut Etre congénitale, prénatale ou périnatale, ou
postnatale. Une seconde classification est basée selon les 3 phases majeures d’acquisition du
langage, qui est étroitement li¢ a I’audition. En effet le développement de la communication orale
nécessite 1’intégrité de la fonction auditive ; et toute perte de cette fonction aura un impact négatif

sur les compétences langagiéres, variable selon 1’4ge d’apparition de la surdité (Shearer et al. 1993).

Ainsi la surdité est classée selon les 3 stades suivants :
- Surdité prélinguale : avant 1’acquisition de la parole (avant 2 ans)
- Surdité périlinguale : lors du développement du langage (de 2 & 4 ans)

- Surdité postlinguale : aprés 1’acquisition de la parole (aprés 4 ans).
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o Localisation de ’atteinte otologique

Trois types de surdité sont relevées selon la localisation de I’atteinte otologique.

- Les surdités de transmission sont liées a I’atteinte des structures de I’oreille externe
(pavillon, conduit auditif externe) ou de I’oreille moyenne (systéme tympano-ossiculaire de la
caisse du tympan, trompe d’Eustache). Elles ne sont jamais totales, plutot 1égeéres ou moyennes ne

dépassant généralement pas 60 dB et concernent surtout les sons graves.

- Les surdités de perception ou neurosensorielles sont liées soit a I’atteinte de 1’oreille
interne ou de la cochlée, soit du nerf auditif (\VI11), des voies nerveuses auditives ou des structures
centrales de I’audition. Les surdités de perception peuvent étre uni ou bilatérales, d’apparition
progressive ou brutale, et sont surtout caractérisées par la perte des sons aigus et par de grandes

difficultés dans la compréhension de la parole.
- La surdité mixte associant surdité de transmission et de perception. Les deux fonctions de
transmission et de transduction sont touchées avec des degrés variables selon 1’importance de

I’atteinte de I’une ou de ’autre (Shearer et al. 1993).

o Le deqgré de surdité

Le Bureau International d’Audiophonologie classe les surdités selon le degré de pertes
auditives exprimé en dB, en mesurant le seuil minimal de perception des sons pour les fréquences
de 500 Hz, 1000 Hz, 2000 Hz et 4000 Hz. L’intensité du bruit varie de 0 a 120 dB. Une personne
est considérée comme ayant une audition normale si la perte tonale moyenne ne dépasse pas 20 dB.
Et selon le seuil de ’audition en dB de la personne, on distingue alors une surdité légere, moyenne,

moyennement sévere, sévere, profonde ou totale (Tableau 2).

Tableau 2 : Degré de surdité

Degré Seuil d’audition en dB
Léger 21-40

Moyen 41-55

Moyennement sévere 56-70

Sévere 71-90

Profond >01
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II1. Surdités génétiques

La cause génétique représente entre 50 a 60 % des cas de surdité chez I’enfant, les 40 a 50 %
autres sont de causes environnementales (Tekin et al. 2001; Smith et al. 2005). 50% des cas de

surdité congénitale neurosensorielle et pres de 40 % des pertes auditives de 1'enfance sont d’origine

génétique (Smith et al. 2005; GBD 2019 Hearing Loss Collaborators 2021).

Cliniquement, la déficience auditive peut étre isolée, caractérisant la surdité non syndromique
ou associee a dautres symptdmes, définissant la surdité syndromique. Les surdités non
syndromiques représentent 75 a 80 % des surdités génétiques. Les surdités syndromiques présentent
une surdité et des atteintes dans diverses organes et mecanismes, responsables ainsi de 20 a 25 %
des surdités génétiques (Smith et al. 2005; Carpena and Lee 2018).

Plus de 220 génes ont été répertorié entre la ‘Deafness Variation Database’ (accés Février
2023) et la ‘Hereditary Hearing Loss Homepage’ (acceés Février 2023). Ces genes ont différents
modes de transmissions : autosomal dominant, autosomal récessif, 1i¢ a I'X, lié¢ a 'Y et
mitochondrial (Jonard et al. 2011). Certains génes peuvent étre 1’étiologie de formes syndromiques
ou non syndromiques, néanmoins la plupart sont responsables d’une des deux formes uniquement
(Figure 6).
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Figure 6 : Distribution des facteurs environnementaux et génétiques des surdités

neurosensorielles
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Les genes de surdité codent pour des protéines ayant des réles multiples dans la physiologie
de Dl'oreille et la perception du son. On retrouve des protéines qui contrélent la transcription,
I'adhérence des cellules, les jonctions cellulaires, I’intégrité des structures, le transport
intracellulaire, la libération de neurotransmetteurs, I'hémostase ionique et le cytosquelette des
cellules ciliées. Des mutations dans 1’un des nombreux genes de surdité peuvent entrainer des
dysfonctions de I’audition (Tekin et al. 2001; Hilgert et al. 2009).

1. Lessurdités non-syndromiques

La surdité non syndromique (Non Syndromic Hearing Loss: NSHL) est extrémement
hétérogeéne. Sous la forme récessive, elle représente 75 a 80% des cas génétiques et est typiquement
congeénitale. A I’inverse, la perte auditive associées aux formes autosomiques dominantes non
syndromiques, qui représentent les 20 % restants des cas, est souvent progressive avec un age
d'apparition plus tardif. Les modes de transmission liés a I'ADN mitochondrial ou liés a I'X sont
rares et représentent moins de 1 % des cas (Toriello and Smith 2013; Korver et al. 2017), et
seulement 3 études ont identifié des familles ayant une surdité li¢ a 1Y (Wang et al. 2004; Fu et al.
2011; Di Stazio et al. 2019).

En général, les formes dominantes non syndromiques sont postlinguales, progressives, de
fréquence élevée et commencent dans la deuxiéme ou troisieme décennie. Cependant, les surdités
autosomiques récessives sont tres fréquemment prélinguales, non progressives, et séveres a
profondes. La plupart des phénotypes non syndromiques liés au chromosome X sont caractérisés
par une fixation de I'étrier avec un écoulement périlymphatique conduisant a une déficience auditive
mixte et parfois a une perte auditive congeénitale profonde (de Kok et al. 1995; Wang et al. 2006).
Quant aux phénotypes de surdité mitochondriale, elles sont congénitales ou induites par des
traitements aux antibiotiques de la famille des aminoglycosides (Bom et al. 1999; Li and Friedman
2002).

Selon HHLHomepage, 78 genes sur 90 locus sont de transmission récessive et 51 genes sur
68 locus sont de transmission dominante. Pour certains locus, aucun géne n’a pu encore été
identifié. Les locus de surdité non syndromique sont désignés DFN (pour DeaFNess) et sont classés
selon leur mode de transmission : DFNA (autosomal dominant), DFNB (autosomal récessive),
DFNX (lié¢ a I’X), DENY (li¢ a 1I’Y) suivi d’un nombre, indiquant 1’ordre de découverte du locus ou
du gene (Shearer et al. 1993). On connait aussi des génes modificateurs (DFNM) qui interviennent

dans I’expression phénotypique et moléculaire d’autres génes responsables de surdite.
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Les génes de surdité non syndromiques récessifs sont considerés comme les plus fréquents.
Par fréquence, on retrouve GJB2, SLC26A4, MYO15A, OTOF, CDH23 and TMC1 (Hilgert et al.
2009). Inversement, les génes responsables de surdité non syndromique dominante ne sont pas une
cause fréquente de surdité. D'apres Hilgert et al., 2009, les mutations dans les génes WFS1, KCNQ4,
COCH et GJB2 sont les plus fréquemment rapportés.

1.1. Géne MPZL2

Myelin Protein Zero-Like protein 2 ou MPZL2 a été décrit initialement en 1998 comme un
antigene éepithélial de type V (EVA) de la superfamille des immunoglobulines. Localisé sur la
région 11g23.3, MPZL2 code un médiateur de I'adhésion cellule-cellule homophile et hétérophile
(Guttinger et al. 1998). L’alignement des séquences protéiques humaine et murine a permis
d’identifier 4 domaines: le peptide signal, le domaine extracellulaire, le domaine transmembranaire
et le domaine cytoplasmique. Au sein du domaine extracellulaire, un domaine de type V et deux
sites potentiels de N-glycosylation ont été localisés. Le domaine cytoplasmique contient un site

potentiel de phosphorylation par la protéine caséine kinase 2 (Figure 7).
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Figure 7 : Structure du gene et domaines de la protéine MPZL2
Adapté de Bademci et al. 2018

La protéine MPZL2 est impliquée dans I'embryogenese précoce lors du développement des
thymocytes et a également été trouvée dans le foie adulte (Guttinger et al. 1998). Récemment, deux
études ont montré que la protéine est également présente dans les tissus de l'oreille interne
(Bademci et al. 2018; Wesdorp et al. 2018). L'expression relative de MPZL2 dans divers tissus
humains feetaux et adultes par RT-gPCR a montré que le niveau le plus élevé était détecté dans la

cochlée feetale, suivi du poumon et du foie adultes (Wesdorp et al. 2018).
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L'immunomarquage d'une section de I'organe de Corti chez des souris sauvages a revéle que
la protéine s'exprime dans la cochlée, spécifiquement dans la zone de contact entre les cellules de
Deiter et la membrane basilaire. La protéine est également présente, mais a de faibles niveaux
d'expression, dans les cellules ciliées internes et externes. En outre, la colocalisation avec I'anti-
Na*- K™ ATPase dans la strie vasculaire, a montré que MPZL2 est présente dans la couche basale.
L'étude de I'organe de Corti chez les souris mutantes MpzI2”- a montré une désorganisation de la
structure cellulaire, avec la couche basale trés altérée, du fait de la perte des cellules ciliées et de
soutien, ainsi que de certains neurones du ganglion spiral. Ces souris présentaient une surdité non
syndromique neurosensorielle progressive a apparition précoce, plus prononcée aux fréquences
élevées (Wesdorp et al. 2018).

2. Surdités syndromiques

Les pertes auditives syndromiques consistent en des surdités accompagnées de symptomes
affectant 1'ceil, les reins, le cceur, les systemes musculosquelettique et nerveux, le métabolisme,
et/ou de multiples autres organes et fonctions (Smith et al. 2005; Koffler et al. 2015). Aujourd’hui,
on recense entre 400 et 500 syndromes pour lesquels la surdité est un symptome (Jonard et al. 2011;
Toriello and Smith 2013). Parmi eux, les plus connus sont les syndromes d’Usher, de Pendred et
Waardenburg (Koffler et al. 2015).

Le syndrome de USHER est le plus fréequent, avec une prévalence de 1/10.000,
représentant plus de la moitié de tous les cas de surdité-cécités héréditaires, et de 3 a 6 % de tous les
cas de surdité infantile. Le syndrome est classé en 3 sous types cliniques, USH1, USH2 et USHS3.
Le type 1 (USH1) est caractérisé par une surdité congénitale et aréflexie vestibulaire ; le type 2
(USH2) avec une surdité congénitale modérée et sans aréflexie vestibulaire ; et le type 3 (USH3)
avec une perte auditive et vestibulaire progressive. Tous les patients présenteront une rétinite
pigmentaire, dont I'dge d’apparition est variable. Neuf génes responsables ont été identifiés a ce jour
: MYO7A, USH1C, CDH23, PCDH15 et SANS pour le Usher de type 1; USH2A, GPR98 et WHRN
pour le Usher de type 2; et CLRN1 pour le Usher de type 3 (Kimberling et al. 2010; Delmaghani
and EI-Amraoui 2022) (https://hereditaryhearingloss.org/).

Le syndrome de Pendred est caractérisé par une perte auditive prélinguale profonde, un
élargissement de l'aqueduc vestibulaire d0 & une malformation de I’oreille interne, et un défaut
d’incorporation de I’iode dans la thyroide, causant un goitre. Trois génes ont été identifié SLC26A4
avec plus de 150 variants, FOXI1 et KCNJ10 (Yang et al. 2009).
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Le syndrome de Waardenburg (WS) est présent chez 2 a 5 % des personnes atteintes
d'une déficience auditive congénitale. Les traits les plus caractéristiques de ce syndrome sont des
coins inférieurs de la paupiére trés espacés (dystopia canthorum), une racine nasale large, des
sourcils confluents (synophrys), des anomalies pigmentaires des cheveux, de l'iris et de la peau,
souvent avec un front blanc et une hétérochromie iridienne, et une surdité neurosensorielle avec une
classification clinique en 4 types. WS type | comporte une dystopia canthorum absent dans WS type
I1. Une combinaison des symptomes de WS type | avec des anomalies des membres supérieurs a été
appelée syndrome de Klein-Waardenburg ou WS type I11. WS type 1l récessive avec la maladie de
Hirschsprung a été appelée syndrome de Waardenburg-Shah ou WS type IV. Les génes PAX3,
MITF, SNAI2, SOX10, EDNRB et EDN3 sont responsable du WS avec deux locus supplémentaires
dont les geénes n’ont pas encore eté identifié (Toriello and Smith 2013)

(https://hereditaryhearingloss.org/).

2.1. Syndrome d’Alport et géne COL4A3

Le syndrome de glomérulonéphrite progressive héréditaire avec hématurie intermittente ou
grossiére et perte auditive neurosensorielle a éteé décrit pour la premiere fois par Alport en 1927
(Alport 1927). Un individu atteint du syndrome d'Alport doit présenter trois des quatre criteres
suivants: antécédents familiaux positifs d’hématurie avec ou sans insuffisance rénale ; preuve
d’altérations de la membrane basale glomérulaire (MBG) tel la lamellation ou I’amincissement des
MBG relevé par microscopie électronique lors d'une biopsie rénale ; signes ophtalmologiques
caractéristiques de lenticbne antérieur, cataracte, taches rétiniennes , ou érosions cornéennes et une
perte auditive neurosensorielle a sons aigus généralement progressive pendant I'enfance (Toriello
and Smith 2013; Savige et al. 2019).

La fréquence de ce syndrome est d'environ 1/5 000 a 1/10 000, et elle est présente chez au
moins 1 % des personnes souffrant d'une perte auditive congénitale, et jusqu'a 5 % des personnes
souffrant d'insuffisance rénale. Le syndrome d'Alport représente un groupe de troubles
génetiquement hetérogeénes, avec quelques 85 % des personnes atteintes presentant la forme liée au
chromosome X. Les autres présentent un mode de transmission autosomique récessif (15% de cas
restants) ou exceptionnellement autosomique dominant (Hanson et al. 2011).

Trois génes de collagéne de type IV sont associés a ce syndrome : COL4A3 codant pour le
collagene de type 1V, a3, et COL4A4 codant pour le collagene de type IV, a4 pour les types
autosomiques, et COL4A5 codant pour le collagéne de type 1V, o5 pour le type lié au chromosome
X (Tableau 3) (Kochhar et al. 2007).
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Tableau 3 : Genes responsables du syndrome d'Alport

Géne Localisation Protéine Transmission Référence

COL4A3 2936.3 Collagen, type IV,  Autosomique récessif (Mochizuki et al. 1994)
alpha 3 et dominant

COL4A4 2936.3 Collagen, type IV,  Autosomique récessif ~ (Mochizuki et al. 1994)
alpha 4

COL4A5 Xq22.3 Collagen, type IV, Li¢al’X (Barker et al. 1990)
alpha 5

Ces 3 types de collagene partagent une structure commune, composée d'un court domaine 7S
N-terminal (25 acides aminés), d'un long domaine collagene (environ 1400 acides aminés) et d'un
domaine non collagéne C-terminal (NC1) (environ 230 acides aminés). Le domaine collagéne
possede la séquence d'acides aminés répétitive typique Gly-X-Y, ou X est normalement la proline et
Y est normalement la 4-hidroxyproline, avec un r6le fondamental dans lI'assemblage de I'hétéro-
trimere (Wu and Ge 2019).

COL4A3 joue un role important dans le maintien de l'intégrité de la MBG. Elle forme un
hétéro-trimere hélicoidal avec les COL4A4 et COL4ADS, le réseau 304a5(IV). Deux autres réseaux
sont formés avec les chaines alala2(IV) et a5a5a6(IV). Les trois hétéro-trimeres sont présents

dans différents compartiments glomérulaires (Figure 8).

Domaine Collagéne 1400 aa

AV V VAV V V.V R
25 aa 230 aa

Figure 8 : Structure du collagene et hétéro-trimeres
(Martinez-Pulleiro et al. 2021)

Les chaines de collageéne a3, 04 et a5 sont situées dans les membranes basales du glomérule,
des tubules distaux du rein, de la cochlée, de la rétine, de la cornée, de la capsule du cristallin, de la
peau et dans les cellules musculaires lisses (Martinez-Pulleiro et al. 2021). Le réseau a3a4a5(IV)
définit la MBG mature (Hudson et al. 2003 ; Miner 1998). Les dépots anormaux de a3o04a5(IV) du

Amalou Ghita | Génétique des surdités héréditaires au sein de la population marocaine —
Etude des génes MPZL2, COL4A3 MASP1 et ELMOD2 883 | 23



MBG sont une conséquence visible de l'altération de I'une des chaines de collagéne (Jais et al.
2000). L'oreille interne, les membranes basales des structures de la cochlée, le cristallin et la rétine
sont aussi endommagés par les mutations survenant dans COL4A3 (Kalluri et al. 1998 ; Kashtan
1999 ; Miner 2014).

En 1994 Mochizuki et al. ont identifié les premiers variants pathogenes de COL4A3 chez des
familles atteintes du syndrome d’Alport: une délétion de 5 paires de base CTTTT et deux non-sens
Arg43Ter et Ser86Ter (Lemmink et al. 1994; Mochizuki et al. 1994). Selon la ‘deafness variation

database’ 308 variants du géne COL4A3 ont été retenus comme responsables du syndrome d’Alport.

2.2. Syndrome 3MC et géne MASP1

En 1978, Michels et al. (Michels et al. 1978) ont décrit quatre fréres et sceurs présentant une
pléiade de symptdmes impliquant les paupiéres, a savoir un blépharophimosis, un blépharoptosis et
un épicanthus inverse, en association avec une limitation du regard vers le haut, un hypertélorisme,
une fente labiale et palatine, diverses anomalies du squelette, une 1égére déficience intellectuelle et
une surdité mixte. En 2005, Titomanlio et al. (Titomanlio et al. 2005) ont noté les similitudes entre
le syndrome de Michels, le syndrome de Malpuech (Malpuech et al. 1983), le syndrome de
Carnevale (Carnevale et al. 1989) et le cas rapporté par Mingarelli (Mingarelli et al. 1996). Ils ont
été les premiers a postuler que les similitudes entre ces quatre syndromes pouvaient étre associées
en un méme spectre clinique, plus tard nommé "le syndrome Malpeuch-Michels-Mingarelli-
Carnevale" ou 3MC (Titomanlio et al. 2005).

Selon une comparaison clinique de ces quatre syndromes, les caractéristiques les plus
fréquentes sont la perte auditive, la triade des paupieres (blépharoptose, blépharophimose,
épicanthus inversus), I'hypertélorisme, les sourcils arqués et la dépression ombilicale (Titomanlio et
al. 2005). En 2011, Rooryck et al. ont déterminé que les dysmorphies faciales telles que
I'nypertélorisme, le blépharophimosis, le blépharoptosis et les sourcils fortement arqués sont
rencontrés dans 70 a 95 % des cas. Les symptomes tels que la perte d'audition, les troubles
cognitifs, la fente labiale et palatine, le deficit de croissance postnatale sont présents dans 40 a 68 %
des cas. Les défauts de la chambre antérieure, I'appendice caudal, les anomalies cardiaques, le
diastasis recti et la hernie ombilicale sont considérés comme les caractéristiques les plus rares
(Rooryck et al. 2011). Dans la base de données Human Phenotype Ontology, les caractéristiques
suivantes sont les plus fréquentes : sourcils trés arqués, pronation/supination limitée de I'avant-bras,

déficience auditive, synostose radio-ulnaire, ptosis et épicanthus inversus (https://hpo.jax.org/app/).

On distingue trois types du syndrome selon le géne muté. Le géne correspondant a 3MC1 a

été cartographié sur le chromosome 3g22 (Ohdo et al. 1986) et identifié comme étant MASP1
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(Sirmaci et al. 2010). On reconnait que le syndrome de Malpeuch est une entité distincte, désignée
sous le nom de 3MC2 en raison d'une mutation pathogéne dans le géne COLEC11 (Rooryck et al.
2011; Toriello and Smith 2013). Le syndrome 3MC2 est rarement associé a une perte auditive. La
premiére caractérisation du type 3MC3 a €té rapportée par Munye et al. en 2017, apres
identification de variants pathogénes de COLEC10 chez des patients (Munye et al. 2017) (Tableau
4).

Tableau 4 : Genes responsables du syndrome 3MC

Geéne Localisation Protéine Type Référence
Mannan-Binding Lectin 3MC1 (Ohdo et al. 1986;
MASP1 3922 Serine Protease -1 et -3 Sirmaci et al. 2010)
COLEC11  2p25.3 Collectin, Kidney, 1 3MC2  (Rooryck et al. 2011)
COLEC10 8g24.12 Collectin, Liver, 1 3MC3  (Munye et al. 2017)

MASP1, COLEC11 et COLEC10 sont les trois génes connus a 1’origine du syndrome 3MC.
Tous les trois sont impliqués dans la voie du complément de la lectine. Pendant I'embryogenése,
cette voie est critique, car elle guide la migration des cellules pour la formation des organes et des
systemes (Gardner et al. 2017). La dysfonction des protéines codées (MASP-1 &-3, CL-K1, CL-L1)
dans les premiéres phases du développement du cerveau, notamment aux stades postnatals, entraine
le syndrome 3MC avec son dysmorphisme craniofacial et ses multiples anomalies cliniques
(Rooryck et al. 2011).

MASP1 est situé sur le chromosome 3qg27-g28. Trois isoformes MASP-1, MASP-3 et
MAp44 (MAP-1) sont produites par épissage alternatif du pré-ARNm primaire. MASP-1 et 3
contiennent une chaine lourde identique, a I'exception de 15 résidus C-terminaux. Cette chaine est
composee de deux domaines CUB (C1r/C1s, urchin-EGF, and bone morphogenetic protein), CUB1
et CUB2 séparés par un domaine EGF et suivis de deux domaines de Protéine de Contrdle du
Complément (CCP) CCP1 et CCP2. La chaine légere contenant le domaine sérine protéase est
codée par les exons 13-18 et I'exon 12 dans MASP-1 et MASP-3, respectivement (Figure 9)
(Takahashi et al. 2007; Skjoedt et al. 2010; Andrade et al. 2017).
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Figure 9 : MASP1 géne et transcrits
(Boldt et al. 2016)

MASP-1 est principalement exprimée dans le foie, alors que MASP-3 présente une
expression tissulaire ubiquitaire (Seyfarth et al. 2006). Les études réalisées sur le modéle zebrafish
suggerent que MASP-1 induit un signal dirigeant la migration des cellules de la créte neurale au
cours du développement embryonnaire générant et des malformations du cartilage cranien (Rooryck
et al. 2011). Les protéines MASP-1 et MASP-3 sont aussi impliquées dans les voies d’activation du
complément, la ligne de défense par phagocytose de I'immunité inné contre les pathogénes
(Andrade et al. 2017).
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IV. Surdités mitochondriales

La mitochondrie est I’organite cellulaire responsable de la production d’énergie sous forme
d’adénosine tri-phosphate (ATP) par la respiration associee a la phosphorylation oxydative
(OXPHOS). La mitochondrie est aussi la principale source intracellulaire d'especes reactives de
I'oxygene (ROS), qui régulent I'expression de genes nucléaires, établissant une communication avec
le noyau, afin de détecter et répondre aux signaux ou stress extracellulaires et intracellulaires (Lee

and Wei 2000). Elle joue également un réle important dans 1’apoptose.

La mitochondrie mesure entre 0.5 et 1 um de diametre, et entre 1 et 10 um de long. Sa forme
peut étre plus ou moins allongée selon le type cellulaire. Elle est constituée de deux membranes,
I’'une externe et I’autre interne convolutée et plissée en crétes. Ces 2 membranes délimitent deux
compartiments, 1’espace intermembranaire et la matrice mitochondriale. Elle posséde son propre
génome I’ADNmt sous la forme d'une molécule d'’ADN circulaire double brin de 16,569 paires de

bases, contenu au sein de la matrice.

Des mutations de cet ADNmt peuvent engendrer des maladies mitochondriales, des
pathologies fréquentes du métabolisme caractérisées par une forte hétérogenéité clinique et
génétique. Les maladies mitochondriales sont dues soit a des mutations affectant I’ADNmt ou des
genes nucléaires codant des protéines ayant une fonction mitochondriale. Elles induisent de
nombreuses dysfonctions du métabolisme énergétique mitochondrial, et aussi de multiples
pathologies systémiques associées a des phénotypes cliniques spécifiques: les neuropathies
optiques héréditaires, le syndrome de Leigh, le MELAS/MIDD et des surdités. De nombreux
systémes et organes sont touchés tel le cceur, le cerveau, les nerfs, le muscle, les reins, les tissus

endocriniens, le foie, I’ceil et I’oreille.

Les surdités mitochondriales englobent toutes surdités syndromiques et non syndromiques,
associé a une dysfonction mitochondriale, di & une mutation dans un gene mitochondrial ou
nucléaire a fonction mitochondriale. Les signes cliniques, autres que la surdité, sont extrémement

variés : neuropathies, cardiopathies, diabéte, dégénérescence rétinienne ...

1. Implication des mutations de ’ADNn

Si ’ADNmt code pour 13 protéines et 24 ARN nécessaires a la traduction mitochondriale,
I’ADNn lui en produit plus de 1400. Ces protéines remplissent des rdles structuraux, d’assemblage
des complexe d’OXPHOS, de maintenance de I’ADNmt, de transport protéique, de synthese des

protéines mitochondriales, d’homéostasie des ions de fer, d’intégrité du réseau mitochondrial
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(Kokotas et al. 2007; Wallace et al. 2019). Les pathologies causées par les variants touchant ces
génes nucléaires sont diverses et variées. Le tableau 5 est une liste bréve et non exhaustive des
génes et de leurs phénotypes associés a la surdité (Jardel and Rucheton 2018; Tilokani et al. 2018;
Wallace et al. 2019).

Encéphalopathies, déficits intellectuelles, myopathies, pathologies visuelles et retards de
développement sont des troubles accompagnant la surdité neurosensorielle formant des maladies
mitochondriales. Ces pathologies sont liees par exemple a des altérations de la dynamique
mitochondriale (MFN2, OPA1), aux transports protéiques (DDP) a I’assemblage des complexes de
la chaine respiratoire (BCS1L), d’enzymes du cycle de Krebs (SUCLA2) ou de charge des ARNSs de
transfert (NARS2, KARS1) (Wallace et al. 2019).

Tableau 5 : Genes nucléaires liés aux surdités mitochondriales

Géne Phénotype OMIM Gene ID
OPAl Atrophie Optique Dominante plus 605290
MFN2 Maladie Charcot-Marie-Tooth type 2A2A et 2A2B 608507
INF2 Maladie Charcot-Marie-Tooth type E 610982
POLG Syndrome d'ataxie neuropathique sensorielle, dysarthrie, 174763

ophtalmoplégie

Syndrome d'Alpers-Huttenlocher

SUCLA2 Syndrome de Déplétion de I'ADN Mitochondrial 5 603921
PNPT1 Surdité non-syndromique neurosensorielle mitochondrial 610316
TIMMBA Syndrome Mohr-Tranebjaerg 304700
IARS2 Syndrome CAGSSS 612801
KARS1 Surdité non-syndromique neurosensorielle 601421

Surdité congénitale avec leukoencephalopathie progressive

NARS2 Surdité non-syndromique neurosensorielle 612803
Syndrome de Leigh
Syndrome d'Alpers-Huttenlocher

BCS1L Syndrome de Bjornstad 603647
SERAC1 Syndrome MEGDEL 614725
HARS2 Syndrome de Perrault 600783
LARS2 Syndrome de Perrault 604544
WFS1 Syndrome de Wolfram 606201
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CAGSSS: Cataractes, déficience en hormone de croissance, neuropathie sensorielle,
neurosensorielle surdité, et dysplasie du squelette
MEGDEL.: 3-Methylglutaconic aciduria, Deafness, Encephalopathy, and Leigh-like disease

2. Implication des mutations de PADNmt

L’ADNmt est présent en 1 a 2 copies au sein de chaque mitochondrie contenue dans une
cellule, donc en quelques centaines a quelques milliers de copies selon le type cellulaire. L’ADNmt
code pour 13 protéines de la chaine respiratoire, 22 ARNt et 2 ARNr (Wallace et al. 2013).

Les syndromes neuromusculaires systémiques tels que le syndrome de Kearns-Sayre,
I'Encéphalomyopathie mitochondriale avec acidose lactique et pseudo-épisodes vasculaires
cérébraux (MELAS), et I’Epilepsic myoclonique avec fibres rouges déchiquetées (MERRF),
présentent fréquemment une perte auditive comme I'un de leurs signes cliniques (Fischel-Ghodsian
2003). D’autres symptdmes peuvent étre associés a la surdité, tels que le diabete dans le cas du

syndrome MIDD ou une Kératodermie palmoplantaire.

Le tableau 6 représente les génes portés sur I’ADNmt et les principaux phénotypes associés
a une atteinte auditive. En effet, certains génes engendrent des surdités non syndromiques tels que
MT-CO1, MT-RNRL1 ; et d’autres des formes syndromiques tels les syndromes de MELAS, MERRF
et MIDD (Surdité-Diabéte de transmission maternelle). Certains de ces genes sont impliqués dans
les formes de surdité isolée et associé comme MT-NDL. Par ailleurs, le variant A1555G du gene
MT-RNR1 est I’exemple le plus connu a Dorigine d’une susceptibilit¢ de la cochlée aux
antibiotiques de la famille des aminosides, entrainant une surdité (Bris et al. 2018; Wallace et al.
2019).

Tableau 6 : Geénes de I'ADNmt liés aux surdités mitochondriales

Géne Variants Phénotypes OMIM Gene ID

MT-CO1 m.7445A>G Surdité non-syndromique neurosensorielle 516030
m.7444G>A mitochondriale

MT-ND1 m.3376G>A Syndrome de MELAS 516000
m.3697G>A Surdité non-syndromique neurosensorielle
m.3697G>A mitochondriale
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Tableau 6 suite : Génes de I’ADNmt liés aux surdité mitochondriale

Géne Variants Phénotypes OMIM Gene ID

MT-RNR1  m.1494C>T Surdité induite ou pas par aminoglycoside 561000
m.1555A>G
m.961 962delTinsC(n)
m.1095T>C
m.1291T>C

MT-TE m.14709T>C MIDD avec ou sans myopathie 590025
m.14692A>G Surdité, Encéphalomyopathie

MT-TH m.12147G>A MERRF-MELAS overlap syndrome 590040
m.12183G>A Surdité non-syndromique neurosensorielle
m.12201T>C mitochondriale

MT-TI m.4269A>G Cardiomyopathie, familiale 590045
m.4295A>G hypertrophique

Surdité non-syndromique neurosensorielle

mitochondriale

MT-TK m.8296A>G Syndrome de MERRF 590060
m.8313G>A MEERF-MELAS overlap
m.8363G>A MIDD

Cardiomyopathie avec surdité

Autisme, Syndrome de Leigh, Ataxie

MT-TL1 m.3243A>G Syndrome de MELAS 590050
m.3243A>T Syndrome de MERRF
m.3271T>C MIDD

MT-TS1 m.7444G>A MERRF-MELAS overlap syndrome 590080
m.7445A>C Keratodermie palmoplantaire avec surdité
m.7471C>insC Surdité non-syndromique neurosensorielle
m.7505T>C mitochondrial

MT-TS2 m.12207G>A MEERF-MELAS overlap syndrome 590085

MT-TV m.1606G>A Ataxie, Myopathie et surdité 590105

MERRF: Myoclonic Epilepsy with Ragged-Red Fibers
MELAS: Mitochondrial Encephalomyopathy, Lactic Acidosis and Stroke-Like Episodes
MIDD: Maternally Inherited Diabetes and Deafness
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3. Implication de la dynamique mitochondriale

3.1. Dynamique mitochondriale

Le développement et le cycle cellulaire, les stress et les stimuli toxiques font des
mitochondries un réseau dynamique en perpétuel changement. La taille, la forme et le nombre de
mitochondries répondent aux différentes conditions et besoins d’une cellule durant sa vie et lors de
sa mort. La dynamique mitochondriale résulte d’événements de fusion et fission des membranes
afin de répondre aux besoins cellulaires. La fusion mitochondriale contribue a établir un réseau
réticulé et filamenteux, alors que la fission fragmente le réseau (Chen and Chan 2004). Ces
mécanismes engagent de nombreux genes nucléaires codant des Grandes GTPases de la famille des

dynamines.

La fission implique principalement les protéines DRP1 (Dynamin Related Protein 1)
(Smirnova et al. 2001), FIS1 (mitochondrial FISsion protein 1) (James et al. 2003), GDAP1
(Ganglioside-induced Differentiation Associated Protein 1) (Niemann et al. 2005) et MFF
(Mitochondrial Fission Factor) (Gandre-Babbe and van der Bliek 2008).

La fusion est médiee par les mitofusines MFN1 et MFN2 qui fusionnent les membranes
externes mitochondriales de 2 mitochondries adjacentes et OPALl (OPtic Atrophy type 1) qui
fusionne les membranes internes mitochondriales (Youle and van der Bliek 2012).

MFN1 et MFN2 sont localisées a la membrane externe et sont constituées d’un domaine
GTPase N-terminal cytosolique et de deux motifs répétés hydrophobes HR1 et HR2 qui encadrent
deux domaines transmembranaires (Karbowski and Youle 2003).

OPAL est une GTPase de la famille des dynamines, localisée dans I’espace intermembranaire
mitochondrial, et retrouvée essentiellement au niveau des crétes mitochondriales. OPAL code 8
isoformes par épissage alternatif. Tous les isoformes sont composes d’une séquence d’adressage
mitochondriale (MTS) en N-terminal, d’'un domaine transmembranaire (TM), d’une séquence a
structure coiled-coil ou superhélice, d’un domaine GTPase, d’un motif central trés conservé de type
dynamine, d’un domaine d’homologie aux pleckstrines et d’'un domaine GTPase effecteur (GED)
en C-terminal qui régule 1’hydrolyse du GTP (Delettre et al. 2000; Olichon et al. 2002). Par
homologie avec les protéines de la famille des dynamines GTPases, il a été suggéré que OPA1l
puisse étre impliquée dans le contr6le de la courbure et de la tubulation de la membrane interne, et

donc de la structure des crétes mitochondriales (Olichon et al. 2003; Griparic et al. 2004).
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3.2. Pathologies mitochondriales liées a une atteinte de la dynamique
mitochondriale

Les pathologies mitochondriales peuvent étre dues & une dysfonction de la machinerie de
fusion-fission qui permet de garder un équilibre entre les états filamentés et fragmentés. Tilokani et
al. a montré dans une liste non exhaustive que les génes OPALl, MFN2, MSTO1, DNM1L, MFF,
MIEF1, MIEF2, DNM2, SLC25A46, GDAP1 et INF2 de la dynamique mitochondriale sont liés a
des pathologies mitochondriales. Certaines de ces pathologies peuvent présenter un symptéme de
surdité neurosensorielle. Des variants d’OPA1 sont responsables de 1’atrophie optique dominante
(AOD) et de MFN2 et INF2 de la maladie de Charcot-Marie-Tooth de type 2A (CMT2A) (Burté et
al. 2015; Tilokani et al. 2018).

L’AQOD est considérée comme la neuropathie optique héréditaire la plus courante, qui altére la
vision centrale. Elle est liée principalement aux mutations d'OPAl qui affectent la fusion
mitochondriale, le métabolisme énergétique, lI'apoptose, les niveaux de calcium et le maintien de
I'intégrité du génome mitochondrial. La réduction de la fonction d'OPAL entraine un déséquilibre
vers la fission mitochondriale qui conduit & une fragmentation du réseau mitochondrial, a une
altération de la phosphorylation oxydative, une augmentation des espéces réactives de I'oxygene et
une altération de I'noméostasie du calcium. Dans 15 a 20 % des patients OPAL, une surdité
neurosensorielle est observée, générant 1’AODplus (Delettre et al. 2000; Milone et al. 2009; Leruez
et al. 2013).

La maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT) représente un groupe de neuropathies héréditaires
cliniquement et génétiqguement hétérogenes affectant le systéme nerveux périphérique. Les
symptomes typiques de la CMT2A sont une faiblesse et/ou une atrophie musculaire progressive des
membres distaux, une démarche en escalier, une perte sensorielle distale et une mobilité réduite.
Plusieurs études ont identifié des mutations dans le gene MFN2, lié a la fusion mitochondriale,
comme étant responsables de la CMT2A. MFN2 joue un rdle crucial dans la fusion mitochondriale,
et fait partie d'un complexe moteur impliqué dans le mouvement des mitochondries (Kijima et al.
2005; Suérez-Rivero et al. 2017).

Un plus grand chevauchement des manifestations cliniques de la CMT2A et de la AOD est
apparu avec l'étude d'autres familles touchées. En plus de l'atrophie optique, certains patients
atteints de I’AOD présentent des symptdmes supplémentaires, notamment une neuropathie motrice-
sensorielle périphérique, une surdité neurosensorielle, une atrophie cérébrale, une ataxie

cérébelleuse, une ophtalmoplégie externe chronique progressive, une myopathie mitochondriale et
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une atteinte psychiatriqgue (Amati-Bonneau et al. 2008; Hudson et al. 2008). De méme, certains
patients CMT présentant des mutations de MFN2 souffrent d'atrophie optique ainsi que de surdité,
d’une dysfonction cognitive, d'anomalies cérébrales et cérébelleuses, de parésie des cordes vocales
et de scoliose (Chen and Chan 2009).

De nombreuses autres pathologies sont causées par des variants pathogenes de genes reliés a
la dynamique mitochondriale, dont les protéines interagissent ou contrdles les protéines effectrices
de la dynamique mitochondriale. Par ailleurs, la plupart des maladies neurodégéneératives
communes ou héréditaires, présentent une altération de la dynamique mitochondriale, comme la
maladie de Parkinson, la maladie de Huntington et la sclérose latérale amyotrophique (Suérez-
Rivero et al. 2017). Les altérations de la dynamique mitochondriale peuvent causer une baisse de
I'efficacité énergétique et une accumulation de mitochondries endommageées, résultant en une baisse
de la production d'ATP et une dysfonction du contrdle de qualité mitochondrial (Chen and Chan
2009; Suéarez-Rivero et al. 2017).

3.3. Implication de la protéine ELMOD?2

De nombreuses protéines sont impliquées dans la régulation de 1’équilibre entre la fusion et
la fission mitochondriale, en particulier en ciblant les grandes GTPases de la famille des dynamines
comme MFN1/2 ou OPAL, qui montrent de faibles niveaux intrinséques d'hydrolyse du GTP. Elles
passent d'un état actif lié au GTP a un état inactif lié au GDP, ce qui constitue un élément essentiel
de leurs fonctions biologiques. Une hydrolyse plus rapide du GTP nécessite 1’action d’une protéine
d'activation de la GTPase (GAP). ARL2 (ARF-like 2), membre de la famille ARF, est une GTPase
régulatrice de 20 kDa. Elle est activée par les GAPs ELMOD1, 2 et 3 (cell Engulfment and Motility
Domain containing), qui font parties de la famille des ELMO domain-containing (Cell Engulfment
and Motility) (Newman et al. 2017b).

Cette famille est composée de 6 protéines subdivisé en 2 groupes, les ELMOs et les
ELMODs, toutes incluant un domaine ELMO. Trois de ces protéines, ELMOL1, 2 & 3, contiennent
des domaines supplémentaires, alors que ELMOD1, 2 & 3 ne possédent que le domaine ELMO. La
fonction GAP des ELMOD:s est assurée par une arginine catalytique, non presente chez les ELMOs,

située aprés un motif en doigt de zinc composé de quatre résidus cystéines espacés de maniére

specifique (CX2 CX 16-18 CX2 CXs R) (Figure 10) (East et al. 2012; Xu and Jin 2017).
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Figure 10 : Représentation des domaines constituant les protéines ELMOs et ELMODs
(East et al. 2012; Xu and Jin 2017)

Une étude a établi un lien entre les déficits auditif et I'équilibre entre les deux variants
d'ELMOD1 chez des souris. L’analyse du phénotype de ces souris a révélé des défauts
morphologiques des stéréocils, acteurs de la mécano-transduction basée sur l'actine des cellules
ciliées internes et externes. La morphologie des stéréocils était normale chez les souris nouveau-
nées mais progressivement détériorée avec l'age. De fait, ELMODL1 est essentiel pour le maintien
chronique des stéréocils des cellules ciliées (Johnson et al. 2012). En 2019, trois membres d’une
famille Iranienne avec un déficit intellectuel et un spectre autistique, mais sans déficit auditif ont été

reportés associés a une délétion dans le géne ELMOD1 (Miryounesi et al. 2019).

Chez I’humain, le variant ¢.794T>C, p.(Leu265Ser) de ELMOD3, ou DFNB88 a été
identifié comme cause de surdité non syndromique dans une large famille Pakistanaise incluant 6
individus atteints. La protéine a été localisée dans la cochlée de la souris au niveau des stéréocils
des cellules ciliées externes et dans les kinocils des cellules ciliées internes et externes. Un model
murin muté pour le variant retrouvé chez cette famille montre I’inactivation de ’activit¢é GAP
d’ELMOD?3 (Jaworek et al. 2013). Une seconde famille d’origine chinoise a été rapportée avec le
variant ¢.512A>G, p.(His171Arg), associé a une surdité non syndromique (Li et al. 2018).

ELMOD? a été identifié comme la protéine activatrice (GAP) de ARL2, de la superfamille
ARF, une petite GTPase régulatrice fortement conservée exprimée de maniére ubiquitaire, localisée
dans le cytosol, les centrosomes, le noyau, le réticulum endoplasmique, les gouttelettes lipidiques et
les mitochondries (Schiavon et al. 2019). ELMOD2 comporte 293aa et est codée par le gene
ELMOD?2 situé en 4qg31.1. Les fonctions d’ELMOD2 concernent la fusion mitochondriale, le
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métabolisme des graisses des gouttelettes lipidiques dans la cytokinése et la dynamique des
microtubules et des cils (Bowzard et al. 2007; East et al. 2012; Suzuki et al. 2015; Turn et al. 2020).

3.3.1. Rdle ’ELMOD2 dans la dynamique mitochondriale

Il existe plusieurs liens fonctionnels entre ARL2 et ELMOD2. ELMOD2 est la seule
protéine ELMOD localisée aux mitochondries (Newman et al., 2014), et ARL2 est le seul membre
de la famille ARF (sur les ~30 des mammiferes) que I'on retrouve de maniére similaire a I'intérieur

des mitochondries.

Les siRNA ARL2 et ELMOD2 provoquent une fragmentation mitochondriale et un
regroupement périnucléaire des mitochondries (Newman et al., 2014). A l'inverse, l'expression d'un
mutant ARL2 dominant actif provoque [I'allongement des mitochondries en raison d'une
augmentation du taux de fusion nécessitant ’action en aval d’ELMOD2 (Newman et al. 2014,
2017a; Schiavon et al. 2019).

11 est reconnu qu’en condition de stress les mitochondries fusionnent, et dans des milieux sans
ou appauvris en glucose, I'ARL2 et I'ELMOD2 mitochondriaux augmentent en réponse aux facteurs
de stress qui provoquent I'élongation mitochondriale.

En induisant des stress métaboliques inhibant la production de I’ATP comme par le traitement
par le 2-deoxyglucose (inhibiteur de la glycolyse), I’oligomycine (inhibiteur du complexe V), la
roténone (inhibiteur du complexe I) ou I’antimycin (inhibiteur du complexe III), les mitochondries
deviennent fragmentées, en parallele a une augmentation de marquage d’ARL2 mais pas
d’ELMOD?2, suggérant qu’ARL2 régule les niveaux d'ATP en préservant I’ultrastructure de la
membrane interne mitochondriale, indépendamment de 1’action d’ELMOD2 (Newman et al.
2017b).

L’expression d’ARL2 et ELMOD?2 est aussi liée a la mitofusine MFN2. En effet, une
surexpression de la GTPase et de la GAP dans des fibroblastes embryonnaires de souris (MEF)
mfn2” immortalisés, reverse la fragmentation des mitochondries. Cette surexpression est aussi
observée dans des MEFs Mfn1”- Mfn2”, mais pas Mfn1”-. ELMOD?2 est donc sensible au niveau de
MFN2 (Newman et al. 2017Db) et agirait en aval d’ARL2 et en amont des mitofusines (Newman et
al. 2014; Schiavon et al. 2019).

En plus de réguler la dynamique des mitochondries, ARL2 en association avec ELMOD?2,
régule la motilité mitochondriale (Newman et al., 2017 ; Newman et al., 2014), et la colocalisation
mitochondriale des protéines ELMOD2, ARL2, MFN1 et MFN2 suggere I’existence d’un complexe
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protéique localisé a la membrane externe mitochondriale, qui serait important a la fois pour la

fusion et la motilité des mitochondries (Schiavon et al. 2019).

3.3.2. Rdle ’ELMOD2 dans la ciliogenése

Les cils sont composés d'un échafaudage de microtubules appelé axoneme, ancré d’un
centriole spécialisé appelé corps basal. On retrouve entre les deux, une zone de transition entourée
du complexe périciliaire. A la base du cil se trouve une structure qui fournit un support au cil et aux
corps basaux, nommé radicelle (Rachel et al. 2012) (Figure 11).

Les cils primaires assurent la mediation de fonctions intracellulaires et intercellulaires
essentielles : au cours du développement, le métabolisme, la reconnaissance des stimuli sensoriels,
le cycle cellulaire, et autres. Ces cils sont liés aux pathologies humaines appelées ciliopathies,
comprenant entre autre la surdité neurosensorielle, le déficience vestibulaire, le syndrome de
Bardet-Biedl, la dyskinésie du cil primaire et le syndrome de Joubert (Van der Heiden et al. 2011).

L'audition en particulier nécessite le fonctionnement précis et efficace de cils et stéréocils,
I'une des structures clés du processus de mécano-transduction, surface apicale des cellules ciliées,

cellules mécano-sensorielles de structure complexe.

ELMOD?2 a été localisé chez I’Homme dans les photorécepteurs, plus précisément a la base
de I’axonéme du segment externe, et a la base du cil connecteur dans la région périciliaire entre le
corps basal et le centriole adjacent. Un signal plus faible a été détecté aux radicelles (Turn et al.
2021).

Segment

Axonéme
—> C . | Externe
| ——
Cil
Connecteur
l !

Corps | Segment
Basal Interne

ELMOD2

Radicelle

Figure 11 : Localisation d'ELMOD2 sur le cil connecteur du photorécepteur
(Turn et al. 2021)
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Au coté d’autres protéines, ELMOD2 intervient dans le maintien de I’equilibre de la
cytokinése (division du cytoplasme dans les dernieres phases de division cellulaire) avec la
dynamique des microtubules et des cils. Seul 2 études ont étudié ces roles, et ont proposé que
ELMOD?2, ARL?2 et la Rootletin, protéine située dans la partie la plus distale du cil permettant son
ancrage, agissent dans une voie commune qui contréle la ciliation et le maintien de la cohésion des

centrosomes.

En effet, un modéle MEF EImod2 KO, a démontré que la perte dELMOD?2 entraine une
augmentation de la ciliation (une multiciliation), une morphologie ciliaire anormale, une
multinucléation, une polyploidie, des centrosomes surnumeéraires, une perte de I'attachement des
radicelles aux centrosomes et une perte de la cohésion des centrosomes. En culture in vitro, ces
cellules KO se divisent beaucoup plus (index mitotique élevé) que les cellules contréles, mettant en
évidence qu’une perte d’inhibition par contact, et une habilité de croissance indépendante de
I’ancrage (absence de N-cadhérine).

Dans ce sens, ELMOD?2 inhibe la ciliogenese non contr6lée, en régulant la morphologie des
radicelles, affectant ainsi la capacité des centrioles méres a se développer en corps basaux et a
effectuer le recrutement et la libération régulés de facteurs clés dirigeant la ciliogenése (Turn et al.
2020, 2021).

Amalou Ghita | Génétique des surdités héréditaires au sein de la population marocaine —
Etude des génes MPZL2, COL4A3 MASP1 et ELMOD2 883 | 37



V. Surdité dans la population marocaine

Dans I’é¢tude de la génétique des surdités héréditaires de la population marocaine, on

considere separément les Marocains arabo-berberes des Marocains juifs.

1. Surdités non syndromiques

Au sein de la population marocaine atteinte de NSHL, deux génes sont prédominants : GJB2
et LRTOMT. Selon Bakhchane et al, en 2016, sur 152 familles présentant une NHSL étudiées au
Maroc, les variants GJB2 sont a 1’état homozygote dans 53 familles (34,87 %), a I’état hétérozygote
composite dans 4 familles (2,63 %) et hétérozygote dans 9 familles (5,92 %), faisant un totale 66
familles donnant une fréquence de 43,42%. Sept mutations ont été détectées: c.35delG
(p.Glyl2Valfs*2), c.109G>A (p.Val37lle), ¢.139G>T (p.Glu47Ter), c.224G>A (p.Arg75GIn),
.358_360delGAG (p.Glul20del), ¢.385G>T (p.Glul29Ter), ¢.598G>T (p.Gly200Arg) (Bakhchane
et al. 2016a). 35 familles additionnelles ont été identifiées avec le variant biallélique 35delG par
d’autres équipes, chez des patients atteints de surdité non syndromique (Lench et al. 1998; Gazzaz
et al. 2005; Ratbi et al. 2007).

Concernant le gene LRTOMT, la substitution ¢.242C>T (p.Arg81GIn) a été identifiée dans
18 familles NSHL congénitales ou post linguales, séveres a profondes.

Par ailleurs, notre équipe et d’autres ont identifié d’autres génes et variants responsables de
NSHL chez des familles marocaines. Cette liste est non-exhaustive, car elle n’inclut pas les

nouveaux genes en voie de publication (Tableau 7).

Les études génétiques des patients Marocains juifs atteints de NSHL ont identifié 4 variants
sur les 3 génes MT-RNR1, GJB2 et TMC1 décrits (Shohat et al. 1999; Brownstein et al. 2011).
Néanmoins ces résultats ne semblent pas représentatifs de toute I’hétérogénéité des variants pouvant
se trouver chez les Marocains juifs, car rares sont les études réalisées sur des cohortes incluant cette

population.
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Tableau 7 : Genes et variants de surdité non syndromique chez la population marocaine

Géne Variant Nombre de Source
familles
MT-RNR1 m.1555A>G 3 (Nahili et al. 2010)
10 (Shohat et al. 1999)
AIFM1 c.1045A>G 1 (Elrharchi et al. 2021)
CLDN14 c.11C>T 1 (Charif et al. 2013)
CLDN9 €.370_372dupATC 1 (Ramzan et al. 2021)
ESPN €.1757insG 1 (Boulouiz et al. 2008)
GJB2 c.35delG 1 (Lench et al. 1998;
22 Gazzaz et al. 2005;
12 Ratbi et al. 2007;
56 Bakhchane et al. 2016a)
10 (Brownstein et al. 2011)
c.109G>A 9 (Bakhchane et al. 2016a)
€.139G>T 1 (Bakhchane et al. 2016a)
C.224G>A 1 (Bousfiha et al. 2016; Bakhchane et al. 2016a)
c.358_360delGAG 1 (Bakhchane et al. 2016a)
c.385G>T 1 (Bakhchane et al. 2016a)
c.551G>A 1 (AitRaise et al. 2022)
€.598G>T 1 (Bakhchane et al. 2016a)
LRTOMT  c.242G>A 9 (Charif et al. 2012)
MET C.948A>G 1 (Bousfiha et al. 2019)
MPZL2 c.72delA 1 (Amalou et al. 2021)
MYO15A €.5203C>T 1 (Salime et al. 2017)
PJVK c.113 114insT 2 (Ebermann et al. 2007; Salime et al. 2017)
c.406C>T 1 (Salime et al. 2017)
PNPT1 C.1424A>G 1 (von Ameln et al. 2012)
PTPRQ c.715A>G 1 (Schraders et al. 2010)
SLC22A4  ¢.338G>A 1 (Chiereghin et al. 2021)
TBC1D24  c.641G>A 2 (Bakhchane et al. 2015a)
€.1336dup(c.1316insG) 1 (Bakhchane et al. 2015a)
c.457G>A 1 (Bakhchane et al. 2015a)
c.798G>T 1 (Bakhchane et al. 2015a)
TMC1 €.1810C>G 1 (Bakhchane et al. 2015b)
€.1810C>T 25 (Brownstein et al. 2011)
€.1939T7>C
TPRN c.42_52del 1 (Lietal. 2010)
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2. Surdités syndromiques

De nombreuses surdités syndromiques ont été identifiées dans la population marocaine, avec
un total 49 familles portant un variant d’un géne causant les syndromes d’Usher, de Pendred, de
Waardenburg, d’Alport parmi les plus fréquents, et les syndromes de Raine, 3MC, de Jervell and
Lange-Nielsen, de Perrault moins frequents dans la population.

Les syndromes d’Usher de types 1 et 2 sont présents au sein de la population marocaine
avec les variants dans MYO7A: ¢.1690G>A, ¢.2283-1G>T, ¢.655_660del, et USH2C c.1054C>A,
€.16544delT chez les Marocains non juifs et MYO7A ¢.2065delC, ¢.640G>C, c.2476G>A,
€.285+2T>G et USH2A ¢.1000C>T et ¢.5519G>T chez les Marocains juifs.

D’autre syndromes plus rares ont été identifiés par notre laboratoire tel que le syndrome de
3MC, la kératodermie palmoplantaire associé et non associé a une variation de la différentiation
sexuelle. Des cas de syndrome de Heimler type 1 causé par PEX1 (Ratbi et al. 2015; 2016), et un
cas de syndrome de Raine dont la cause est un variant faux-sens du géne FAM20C (Elalaoui et al.
2016) ont été reportés. Une équipe a identifié pour la premiere fois le géne SDR42E1 comme cause
du syndrome génital oculocutané (Bouhouche et al. 2021). Une translocation t(X,Y) causant une
délétion Xp22.33 impliquant les génes SHOX et ARSE est responsable d’une Chondrodysplasie
punctata lié a une surdité chez deux freres issus d’un mariage consanguin (Amasdl et al. 2018).

De plus des cas de patients marocains atteints de surdité liée a une myopathie
mitochondriale progressive (Di Fonzo et al. 2009), ou a une dystrophie cornéenne endothéliale
(Abramowicz et al. 2002), ou a une dystrophie musculaire et insuffisance ovarienne (Foley et al.
2020) ont éte reporté (Tableau 8).
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Tableau 8 : Genes et variants de surdité syndromique dans la population marocaine

Géne Variant Nombre de Syndrome Source
familles
ATP6V1B1 €.1169dupC 1 Acidose tubulaire (Boualla et al. 2016;
¢.1155dupC 3 rénale distale AitRaise et al. 2022)
BAGALT7 €.829G>T 1 Spondylodysplastic (Ritelli et al. 2017)
Ehlers-Danlos
syndrome
BSND €.22C>G 1 Bartter (Elrharchi et al. 2018)
c.107C>A 1
COL4A3 €.3829G > A 1 Alport (AitRaise et al. 2022;
€.4153G>C 1 Amalou et al. 2022)
COL9A1 €.883C>T 2 Stickler (Van Camp et al. 2006;
Nikopoulos et al. 2011)
EDNRB €.1133A>G 1 Waardenburg type 1V (Doubaj et al. 2015;
€.1225C>T 1 AitRaise et al. 2022)
FAM20C C.676T>A 1 Raine (Elalaoui et al. 2016)
GFER c.581G>A 1 Hypotonie musculaire  (Di Fonzo et al. 2009)
progressive avec
cataracte congénitale,
surdité et retard de
développement
GGPS1 €.866G>A 1 Dystrophie musculaire,  (Foley et al. 2020)
€.854T>G 1 surdité congenitale et
insuffisance ovarienne
GJB2 C.224G>A 1 Kératodermie (Bousfiha et al. 2016)
c.35delG Palmoplantaire
GPR98/USH2C  ¢.1054C>A 1 Usher, type 2 (Bousfiha et al. 2017)
€.16544delT
HOXB1 €.66C>G 1 Paralysie faciale (Vogel et al. 2016)
congénitale héréditaire
et surdité
KCNQ1 €.1343dupC 1 Jervell and Lange- (Adadi et al. 2017)
Nielsen
LARS2 c.1565C>A 1 Perrault (Zerkaoui et al. 2017)
locus CDPD1 - 1 Dystrophie endothéliale  (Abramowicz et al.
(SLC4A11) cornéenne et surdité de  2002)

perception
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Tableau 8 suite : Génes et variants de surdité syndromique dans la population marocaine

Géne Variant Nombre de Syndrome Source
familles
MASP1 €.1426G>A 1 Malpeuch-Michels- (Amalou et al. 2022)
Mingarelli-Carnevale
(3MC)
MYO7A €.1690G>A 1 Usher, type 1 (Boulouiz et al. 2007,
€.2283-1G>T 1 Jaijo et al. 2007)
€.655 660del 1
€.2065delC 2 (Adato et al. 1997;
€.640G>C 1 Khalaileh et al. 2018)
C.2476G>A 5
€.285+2T>G 1
PEX1 €.3140T>C 1 Heimler, type 1 (Ratbi et al. 2015;
c.3750G>A 1 2016)
PJVK €.113 114insT 1 Dystrophie des cones et (Ebermann et al. 2007)
des batonnets et surdité
RSPO1 €.332G>A 1 Désordres du (Naasse et al. 2017)
développement sexuel +
Kératodermie
palmoplantaire
SDR42E1 c.461G>A 1 Oculocutaneous genital  (Bouhouche et al. 2021)
syndrome
SLC29A3 C.243delA 1 H syndrome (Bakhchane et al.
¢.300+1G>C 2016b)
SLITRKG6 €.696delG 1 Syndrome de myopie (Salime et al. 2018)
forte-surdité
neurosensorielle
USH2A €.1000C>T 3 Usher, type 2 (Adato et al. 2000;
€.4544C>T 1 Auslender et al. 2008)
€.5519G>T 1
t(X;Y) ! - 1 Chondrodysplasia (Amasdl et al. 2018)

punctata

L{(X;Y) donnant une délétion Xp22.33 impliquant les génes SHOX et ARSE
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OBJECTIF DE THESE

Les surdités héréditaires englobent les atteintes touchant le sens de 1’ouie, rendant la personne
malentendante, partiellement ou totalement sourde. La genétique des surdités héréditaires chez
I’enfant a été un sujet d’intérét majeur au sein de 1I’équipe LGGH permettant la caractérisation des
génes GJB2 et LRTOMT comme cause principale de la surdité au Maroc.

Gréace aux technologies de sequencage, de nombreux variants de différents génes au sein de la
population marocaine atteinte de surdité congénitale ont été detectés, et ces études ont permis de

définir le spectre génétique des surdités trouvées au Maroc.

Le présent travail de thése poursuit cet élan, par la recherche, 1’identification et la liaison de
variants et genes potentiellement nouveaux impliqués dans la surdité, avec 1’objectif d’augmenter

nos connaissances sur les déterminants génétiques responsables de cette pathologie au Maroc.

Ce manuscrit présente les travaux menés pour répondre aux objectifs suivants :

o Détermination du spectre mutationnel des genes GJB2 et LRTOMT chez des patients
marocains atteints de surdité non syndromique par séquengage Sanger et 1’actualisation de

leurs fréquences,

o Recherche des génes et variants pathogénes responsables des surdités héréditaires
syndromique et non syndromique au sein de la population marocaine en utilisant les

technologies de séquencages de nouvelle génération,

o Etude du réseau mitochondrial chez un patient atteint de surdité portant un variant du gene

ELMOD?2 permettant de comprendre son implication dans ’apparition de sa surdité.
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PATIENTS ET METHODES
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1. Patients

Le recrutement de patients atteints de surdité genétiqgue a été réalisé au travers de
collaborations mises en place depuis le début du projet d’étude des surdités héréditaires au sein de
la population marocaine au sein du Laboratoire de Génomique et Génétique Humain (LGGH) de
I’Institut Pasteur du Maroc.

Deux médecins ORL privés, Dr Detsouli et Dr Snoussi a Casablanca, et 1’Association
Marocaine pour Enfants Sourds (AMES) ont permis de recruter plusieurs dizaines de patients et
familles sourdes, ainsi qu’occasionnellement des patients et familles du service de pédiatrique du
CHU 20 Aot de Casablanca.

En mai 2019, nous avons établis une nouvelle collaboration avec le service ORL du CHU Ibn
Rochd, dirigé par le Pr Mahtar, chef de service, et la résidante Dr Halily, qui nous ont fourni 34
familles en 2 ans. Le recrutement de patients a connu un arrét brutal de Mars 2020 a Septembre
2020 dd a la pandémie de la Covid-19. Depuis, le recrutement de patients a progressivement repris,
mais reste lent.

Pendant mon travail de these, j’ai participé au recrutement de 68 familles atteinte de surdité
familiale SF 250 a SF 318, et j’ai poursuivi la recherche des causes génétiques de 28 familles

recrutées antérieurement.

Nous incluons dans cette étude les surdités congénitales et pré-linguales sans cause
environnementale, et les formes syndromiques et non syndromiques. La présence d’une
consanguinité et d’une forme de surdité familiale non sporadique sont deux facteurs qui orientent la
cause de la perte d’audition vers une origine génétique.

Les familles sont adressées a notre laboratoire a I’Institut Pasteur du Maroc. Un entretien
initial permet d’informer les parents de I’intérét de ’analyse génétique et du concept de la
transmission mendélienne. Grace a un questionnaire détaillé, nous étudions les dossiers médicaux
du ou des patients pour récupérer les données médicales tel que 1’étiologie de la surdité, des
problémes ou facteur externes de la grossesse aux premiers mois du patient -afin d’éliminer tout cas
de surdité environnementale-, des antécédents familiaux de surdités, et construisons un arbre
génealogique (Annexe 1). Le consentement éclairé est signé par tous les participants d’age majeur,
et I’un des parents consent pour leurs enfants mineurs (Annexe 2).

Le prélevement de sang total est ensuite réalisé sur deux tubes EDTA de 5 ml, pour tous les

membres de la famille, parents et enfants atteints de surdité ou non.
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I1. Méthodes

1. Stratégie expérimentale

La stratégie d’¢étude dans le laboratoire LGGH aprés recrutement des patients est la suivante :
sur I’ADN du patient, la recherche des mutations GJB2 et ¢.242G>A du géne LRTOMT chez les
patients atteints de NSHL est réalisée par PCR et séquencage Sanger. Les ADNs négatifs de ces
patients et ceux des patients atteints de surdité syndromiques sont envoyés pour séquengage
d’exome Whole exome sequencing (WES) a I’un de nos collaborations avec I’Institut Pasteur de
Paris et 1I’équipe MitoLab de I’Institut MitoVasc, a I’Université d’Angers. L’analyse bio-
informatique des données recueillies permet de sélectionner des génes et variants candidats. Les
mutations identifiées par WES sont vérifiées par sequencage Sanger pour la validation de la

ségrégation familiale (Figure 12).

Recrutement de Patients

Extraction
et contrdle d'ADN

Surdité Surdité
Syndromique Non-Syndromique

Analyse Sanger
GIB2 et LRTOMT

Negatif Positif pour
GIB2 et LRTOMT GIB2 ou LRTOMT

|

Whole Exome
Sequencing

Analyse Bioinformatique

\ Remise des résultats

Selection des variants
et génes candidats

Validation des variants candidat
par séquengage Sanger

Figure 12 : Représentation de la stratégie de travail

Amalou Ghita | Génétique des surdités héréditaires au sein de la population marocaine —
Etude des génes MPZL2, COL4A3 MASP1 et ELMOD2 383 | 46



2. Extraction d’ADN

2.1. Extraction au phénol-chloroforme

o Principe
Le principe de cette technique est base sur la solubilisation différentielle des acides nucléiques
dans un solvant aqueux et celle des autres molécules (protéines, lipides...) dans un solvant
organique (phénol). Le chloroforme est utilisé pour éliminer I’excés de phénol. L’ ADN récupére est
solubilisé dans un tampon adéquat pour prévenir toute dégradation mécanique ou enzymatique.
o Protocole

1. Lyse des globules rouges

500 ul de sang est soumis a une lyse complete des globules rouges par incubation pendant 15
min a 4 °C dans 800 pl de la solution de Tris-EDTA (TE) (20 :5) (Annexe 3). Apres centrifugation
a 6500 t/min pendant 15 min et a 4 °C, le culot est récupéré, resuspendu dans le méme tampon et
recentrifugé dans les mémes conditions jusqu'a I’obtention d’un culot blanc, constitué de leucocytes

qui peut étre conservé a 20 °C.

2. Lyse des globules blancs

Les cellules leucocytaires sont resuspendues dans une solution de lyse cellulaire contenant
300 pul de TE (10 :5), 5 pl de la protéinase K a 20 mg/ml et 100 ul de SDS a 20 %. Le mélange est

ensuite incubé a 56 °C toute la nuit.

3. Extraction au phénol — chloroforme

A un volume de préparation d’ADN, est ajouté un volume de phénol saturé. L’ensemble est
mélangé vigoureusement jusqu'a 1’obtention d’une solution d’aspect crémeux. Une centrifugation a
6500 t/min pendant 15 min, permet de séparer deux phases : la phase supérieure aqueuse qui
renferme les acides nucléiques, et la phase inférieure contenant les extraits cellulaires et les
protéines. A 1’aide d’une micropipette, la phase aqueuse est récupérée.

Un volume de chloroforme-alcool isoamylique (24 :1) est ajouté a la phase aqueuse pour
éliminer 1’excés du phénol. Apres centrifugation & 6500 t/min pendant 15 min, la phase supérieure

aqueuse est récupérée. Cette étape est répetée deux fois afin d’augmenter la pureté de I’ADN.

4. Précipitation de ’ADN

1 ml d’éthanol absolu (96 %) a -20 °C est ajouté a la préparation d’ADN. La méduse est
obtenue aprés agitation douce. Une centrifugation a 6500 t/min pendant 15 min permet de précipiter

la méduse et la coller sur la paroi du tube. L’éthanol absolu est éliminé. 500 ul d’éthanol 70% est
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ajouté a la méduse puis centrifuger a 6500 t/min pendant 15 min afin de rincer cette derniere.
L’éthanol est éliminé et les tubes sont mis a sécher a I’air libre ou sous la hotte. L’ADN est
resuspendu dans 50 pl de TE (10 :1) et est alors conservé a -20 °C.

2.2. Extraction par kit Qiagen

o Principe
L'ADN se lie spécifiquement a la membrane de gel de silice de QlAamp pendant que les
contaminants traversent cette derniére. Les inhibiteurs de la PCR, tels que les cations et les
protéines divalents, sont complétement élimines en deux étapes de lavage efficaces, laissant I'acide
nucléique pur s'échapper soit dans I'eau, soit dans un tampon fourni dans le kit. Ce kit permet de
produire de I'ADN génomique, mitochondrial ou viral a partir de sang et de liquides corporels prét a
étre utilisé dans les procédures de PCR et de transfert.

o Protocole
Dans un tube Eppendorf de 1,5 ml, 200 pl de sang, 20 ul protéase et 200 ul de tampon de lyse
Buffer AL sont mixé par vortex. Le mélange est ensuite incubé a 56 °C pour 10 min puis centrifugé

brievement. 200 pl éthanol pur (96-100 %) sont ajoutés et mixé par vortex et centrifugation bréve.

La totalité du mélange est alors pipetée dans la colonne QIlAamp Mini placée sur un tube
collecteur de 2 ml. Aprés une centrifugation a 6000 x g (8000 rpm) pendant 1 min le tube collecteur
et la solution collectée sont éliminés. La colonne est placée sur un nouveau tube collecteur a
laguelle est ajouté 500 pl du tampon de lavage Buffer AW1 et centrifugée a 6000xg (8000 rpm)
pendant 1 min. Le tube collecteur contenant la solution collectée est a nouveau éliminé et remplacé
par un nouveau. 500 pl du tampon de lavage Buffer AW2 sont ajoutés a la colonne puis centrifugé a
20 000 x g (14 000 rpm) pendant 3 min. La solution récoltée est éliminee, le tube collecteur remis
sous la colonne ; et afin d’éliminer toute solution potentiellement présente dans la colonne une

centrifugation a vitesse maximale pendant 1 min est réalisée.

La colonne est placée dans un tube Eppendorf de 1,5 ml a laquelle est ajouté entre 50 a 200 pl
du tampon d’élution AE. Aprés incubation de 2 min a température ambiante (15-25 °C), la colonne
et le tube sont centrifugés a 6000 x g (8000 rpm) pendant 1 min. L’ADN ¢élué peut étre conservé a -
20 °C (Figure 13).
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Figure 13 : Procédure d'extraction par Qlamp sur colonnes

2.3. Mesure de la concentration et controle qualitatif de ’ADN

La quantité et la qualité de I’ADN extrait sont déterminées par dosage spectrophotométrique
a ’UV au NanoDrop. La concentration de I’ADN est mesurée par absorbance de la solution obtenue
apres extraction a 260 nm. Le rapport des densités optiques a 260 nm et a 280 nm permet d’évaluer
le degré de contamination de I’ADN par les protéines. De méme, le rapport des absorbances a 260
nm et a 230 nm permet d’évaluer la présence des traces de phénol. Si ces deux rapports sont
compris entre 1,8 et 2 ’ADN est considéré de bonne qualité.
Une ¢électrophorése sur gel d’agarose a 1 % permet d’apprécier I’intégrit¢ de I’ADN visualisé en

UV (Annexe 3).

3.  Amplification génique par PCR

o Principe
L’amplification par PCR ou Polymerase-Chain-Reaction est une technique d’amplification
in vitro d’une séquence d’ADN par 1’action de la Taq-Polymerase. Le principe de la PCR est basé
sur la synthese du brin complémentaire par une ADN polymérase (Tag polymérase)
thermorésistante activée par le MgCl2 et initiée par la fixation d’un oligonucléotide spécifique

(amorce) sens ou forward (F) et anti-sens ou reverse (R) capables de s’hybrider sur I’ADN matrice
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de fagon opposée. La réplication se fait dans le sens 5° vers 3’ par incorporation progressive des
nucléotides libres (ANTPs : désoxynucléotides) a la suite de la formation d’un pont phospho-diester
entre le groupement OH de I’extrémité 3’ de la chaine et I’extrémité 5’ du groupement phosphate du
dNTP correspondant. Le nombre de cycle (25 a 35), la durée et la température des différentes etapes

sont spécifiques a chaque reéaction PCR.

o Protocole

La PCR a été réalisée par 2 protocoles difféerents (Tableau 9).

Le protocole de la Tag ADN polymérase Vazyme 5 U/ul (#P101), requiere 0,15 pl de Taq (5
U/ul), 20 ng d'ADN génomique, 0,3 ul de ANTP 10 mM, 1,5 pl du 10xPCR Buffer, 0,6 pl de
chacune des amorces sens et anti-sens de 10 uM et de I’H20 stérile pour compléter le volume a 15
pl.

La PCR effectuée par HotGoldStar Mix Eurogentec (PK-0072-02), comporte 20 ng d'ADN
génomique, 7,5 ul de HotGoldStar Mix (contenant la HotGoldStar ADN polymeérase, dNTPs a 200
MM, MgClza 1,5 mM, tampon pH) et 0,35 pl de chacune des amorces sens et anti-sens de 10 uM et
de I’H20 stérile jusqu’a atteindre 15 pl.

Les amorces sont désignées par le programme Primer3 sur la base de la séquence de référence
hg19.

Tableau 9 : Mélange réactionnel PCR

) o Protocole Tag ADN polymérase  Protocole HotGoldStar Mix
Mélange réactionnel

(Vazyme) (Eurogentec)
Taq (5 U/ul) 0,15 ul -
MasterMix - 75 ul
Amorce F (10 pM) 0,6 pl 0,35 ul
Amorce R (10 pM) 0,6 pl 0,35 ul
dNTPs (10 mM) 0,3ul -
10xPCR Buffer 1,5 ul -
H2O sterile 9,85 ul 4,8 ul
ADN (10 ng/ul) 2 ul 2 ul
Volume finale 15 ul 15 pl
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3.1. Recherche de mutation dans le gene GJB2 et LRTOMT Ex8

La recherche de mutation sur I’exon codant du géne GJB2 et LRTOMT se fait par séquengage
direct de Sanger grace aux amorces du tableau 10. Les PCR des deux génes sont réalisées par 1’un
des deux protocoles du tableau 9 décrit et différent dans les programmes.

Le programme de la PCR GJB2 commence par une dénaturation initiale a 95 °C pendant 5
min, suivi de 5 et 30 cycles dont la température d’hybridation est respectivement de 58 et 60 °C.
Les 2 cycles commencent par une dénaturation a 95 °C pendant 30 s, une hybridation pendant 35 s
et une élongation a 72 °C pendant 1min. Une élongation finale est réalisée a la fin des 35 cycles a
72°C pendant 7 min.

Le programme de LRTOMT commence par une dénaturation initiale a 95 °C pendant 5 min,
ensuite 35 cycles comprenant chacun une dénaturation a 95 °C pendant 30 s, une hybridation a 58
°C pendant 35 s et une élongation a 72 °C pendant 40 s. Une élongation finale est réalisée a la fin

des 35 cycles a 72 °C pendant 7 min.

Tableau 10 : Séquences d'amorces GJB2 et LRTOMT

) Longueur
Geéne Amorce Sens 5°—3’ Amorce Anti-sens 5°—3’
en pb
GJB2 AGAGTTGGTGTTTGCTCAGGA GACTGAGCCTTGACAGCTGA 788

LRTOMT AGGATAATAATTGCTACTGGCAAAA ATCCCAAATATTCCTTCACTGTCTT 423

Une ¢lectrophorese sur gel d’agarose a 2 % permet d’apprécier I’intégrité¢ de I’ADN visualisé

en UV.

4. Sequencage de Sanger

o Principe

La détermination de la succession des nucléotides d’un fragment d’ADN ou séquencage est
trés utilisée pour identifier ou confirmer la présence d’une mutation par comparaison a la séquence
de reférence. Le principe de sequencage automatique selon la réaction de Sanger repose sur
I'utilisation de didéoxynucléotides (ddNTP : ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP) marqués par quatre
fluorochromes de couleurs différentes (vert, rouge, bleu, noir) et de spectre d’émission spécifique.
Les ddNTPs présentent une extrémité 3’H différente de I’extrémité 3’OH des dNTPs ce qui
empéche la formation de la liaison phosphodiester entre le ddNTP incorporé et le nucléotide suivant
interrompant ainsi I’élongation de la chaine d’ADN en cours de synthése. On obtient un mélange de
plusieurs fragments de différentes tailles. Ces fragments sont séparés par une électrophorése sur
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capillaires remplis du gel polymeére POP7 a I’aide d’un séquenceur automatique ‘ABI 3130 Genetic
Analyser’ (Applied Biosystems). La déduction de la séquence initiale se fait par conversion des

signaux émis par les fluorochromes en nucléotides correspondants.

o Protocole

Les fragments amplifiés sont purifiés par 1’action de deux enzymes. L’exonucléase I (EXO I)
dégrade les amorces monobrins en exces et la phosphatase alcaline (PSA) déphosphoryle les
dNTPs. A 3 ul de produit PCR sont ajoutés 2 ul d’ExoProStar (Fisher scientific) et 1 ul d’H20
stérile. Le mélange réactionnel est incubé au thermocycleur pendant 30 min a 37 °C puis 15 min a
80 °C.

Purifiés, les produits PCR subissent la réaction de séquencage selon le protocole du kit «
BigDye Terminator V3.1 cycle sequencing» (Applied Biosystems) détaillé dans le tableau 11. La
réaction de séquence par PCR est effectuée dans les conditions suivantes : une dénaturation initiale
a 96 °C pendant 2 min suivie de 25 cycles comprenant chacun une dénaturation a 96 °C pendant 10
s, une hybridation a 50 °C pendant 5 s et une élongation a 60 °C pendant 4 min.

Tableau 11 : Mélange Réactionnel pour séquencage Sanger

Mélange réactionnel Volume (pl)
Produit PCR purifié 3
BigDye sequencing Buffer (5X) 2
Ready Reaction Premix (BigDye) 1
Amorce F ou R (10uM) 0,32
H-O sterile 3,68
Volume final 10

Les produits de séquencage sont précipités en ajoutant 35 pl d'éthanol absolu (100 %) a
température ambiante et 5 ul d'EDTA (125 mM). Le mélange est agité délicatement par inversion
puis centrifugé a 4500 t/min a 12 °C pendant 40 min. L’¢élimination du surnageant est obtenue par
une bréve centrifugation des tubes a 1’envers pendant 30 s a 1200 t/min et pendant 1 min a 3000
t/min pour I’élimination de 1’excés de I’éthanol. 35 pl d'éthanol 70 % sont ensuite ajoutés au
précipitat. Le mélange est centrifugé a 15 min a 3500 t/min. Le surnageant est éliminé de la méme
facon a la suite d’une centrifugation des tubes a I’envers pendant 30 s a 1200 t/min et 1min a 3000
t/min pour éliminer 1’excés d’éthanol. Les produits de séquencage sont solubilisés dans 15 ul du

tampon d’injection Hi-Di- formamide (Applied Biosystems).
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Les produits de séquence sont chargés dans le séquenceur ABI 3130 Genetic analyser. Les
tracés électrophorétiques sont lus par des logiciels appropriés tels que : BioEdit, Ugene ou
SeqScape.

5. Analyse des marqueurs STR du gene MPZL2

Le marqueur STR (Short Tandem Repeats) est un type de microsatellite, une répétition en
tandem qui comporte des unités répétitives. L’utilisation des amorces spécifiques a une région
chromosomique contenant un marqueur microsatellite polymorphe permet 1’amplification d’un
fragment génomique. L’amplification du marqueur polymorphe permet 1’obtention des fragments

d’ADN de différentes tailles.

5.1. Amplification des marqueurs

Les amorces sens sont marquées et doivent rester a I'abri de la lumiére. L’amplification des
marqueurs a été réalisée par PCR classique. La température d’hybridation du marqueur D11S4195
est 58 °C, des marqueurs D11S1341, RH70809 et D11S1364 de 58 °C, et enfin celle du marqueur
D11S4104 de 60 °C. Le temps d’élongation est de 40 s pour tous les marqueurs (Tableau 12).

Tableau 12 : Séquence d'amorces des marqueurs STR

Gamme de taille

Marqueur Amorce Sens 5°—3’ Amorce Anti-sens 5°—3’ des alléles (pb)
D11S4195 GTGGCCCAGGCTGTTC GCTGCTAAATGTCACACTGAGA 269 -289
D11S1341 CCCAGTCCTCTCTCTCTCTC ACAGATGCTCTTCAAAGCAA 167 — 181
RH70809 TAGAAGCAGCCATTACCAAC CTGTCTGTGTGAGGCAGAG 85-196
D11S1364 ACTCCAGCCTGGGCAA GATAGATGGATCATGGATACAGG 134-144

D11S4104 GGAGAATGGCCTGAACCTG ATCTCTATCATGGGCAATTTGG 183 - 200

5.2. Purification des produits PCR

Les échantillons sont déposés dans une plaque de 96 puits (utilisée pour cette
expérimentation) ou des tubes individuels auxquels les billes ‘Agencourt AMPure XP reagent’ (2 X
le volume de I'échantillon) sont ajoutées a chaque échantillon. Le mélange est mixé par
aspiration/refoulement, la suspension est incubée a température ambiante pendant 5 min.

La plaque 96 puits est placeée sur un portoir magnétique jusqu'a ce que la solution soit claire
(au moins 3 min). Le surnageant est éliminé sans toucher au culot. Un ringage a I'éthanol 70 % est
effectué en ajoutant 150 pl d'éthanol 70 % (500 ul pour les tubes) par échantillon et incubé pendant
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30 s. La plaque est décalée d'une colonne sur le portoir magnétique de maniére a faire migrer le

culot de billes, puis remise a sa position initiale (Figure 14).

' I b
o | '

Figure 14 : Lavage par billes magnétiques sur plaque de 96 puits

Le surnageant est éliminé et le lavage a I'éthanol 70 % est répété une seconde fois. Aprés le
second lavage, le surnageant est a nouveau éliminé. La plaque est centrifugée rapidement et
I'éthanol résiduel est éliminé en laissant sécher le culot a I'air libre pendant 5 min maximum. La
plaque est retirée du portoir magnétique et 20 pl d'eau nucléase free est ajoutée sur chaque culot de
billes mélangée par aspiration/refoulement 5 fois. La plaque est placée a nouveau sur un portoir
magnétique jusqu'a ce que la solution devienne claire (au moins 1 min). Le surnageant contenant les
amplicons purifiés est transféré dans un tube de 1,5 ml.

Un mix Hi-Di- formamide / ‘GeneScan™ 350 ROX™ dye Size Standard’ (Applied
Biosystems) est préparé : 2 pl de Rox + 16 ul Hi-Di- formamide (par échantillon). 2 ul du produit
PCR purifié sont ajoutés au 18 pl du mix.

Les échantillons sont chargés dans le séquenceur ABI 3130 Genetic analyseur (Applied

Biosystems). La longueur des fragments est déterminée par le logiciel Peak Scanner Software 1.0.

6. Analyse d’exome par WES

Le séquengage entier d’exome (WES) a été réalisé sur un patient par famille atteint de
surdité. En séquencant toutes les régions codantes du génome (exons), ainsi que les sites accepteurs
et donneurs d’épissage, le WES identifie des variants responsables des maladies mendéliennes (Ng
et al. 2010). Le WES de nos patients a été donc réalisé a deux endroits différents : IntegraGen sur
un séquenceur HiSeq 2000 sequencer (Illumina, San Diego, CA, USA) et BGI Tech Solutions ™
sur un séquenceur BGISEQ-500.

Ces deux technologies se regroupent dans les étapes fondamentales mais divergent dans les
technologies utilisées dans le but d’obtenir les séquences des parties cibles de I’ADN. Nous allons

tenter ci-dessous de donner une vision simplifiée des deux procédés.

Amalou Ghita | Génétique des surdités héréditaires au sein de la population marocaine —
Etude des génes MPZL2, COL4A3 MASP1 et ELMOD2 @883 | 54



6.1. IHlumina HiSeq 2000

a. Préparation de la librairie d’ADN
La préparation de la librairie d’ADN commence par sonication des fragments d’ADN en
petits fragment plus faciles a gérer d’environ 200 a 300pb, ensuite une fixation des courtes
séquences 62 d’oligonucléotidiques appelée adaptateur sont attachées a I’extrémité de chaque brin
d’ADN. Les fragments d’ADN liés a 1’adaptateur sont ensuite amplifiés par PCR et purifiés sur gel

pour obtenir une librairie d’ADN.

b. Amplification clonale

La librairie d’ADN obtenue pour chaque échantillon est dénaturée en simple brin par la suite
fixé sur une surface d’un support solide. Des amorces complémentaires se fixent aux adaptateurs
qui sont déja fixés aux extrémités de I’ADN, aprés il y a formation de ponts (bridges)
d’amplification par PCR, 'ADN double brin est ensuite dénaturé en ADN simple brin. Les brins
nouvellement synthétisés initient la synthése d’autres brins par polymérisation en utilisant de
I’ADN polymérase. Cette étape se répete plusieurs fois jusqu'a avoir 1000 copies identiques pour
chaque brin formant des clones nommeés « clusters » et pour obtenir a la fin prés de 40 millions de

clusters. Lorsque la génération du cluster est terminée, les modeles sont préts pour le séquencage.

c. Séquencage

Le séquengage de I’exome a été effectué directement sur les clusters sur la plate-forme
Illumina HiSeg2000 avec la capture des exons avec le kit Agilent SureSelect Human All Exon V5
50 Mb. Ces amorces s hybrident aux extrémités des exons. Une étape d’¢élongation est réalisée base
par base pour la formation du brin complémentaire & la matrice en utilisant 4 nucléotides marqués
par une fluorescence. Grace a un rayon laser le nucléotide fixé est excité générant par la suite un
signal fluorescent. Le marqueur fluorescent est par la suite clivé permettant la fixation a la suite de
nucléotide. Et ainsi, le processus se poursuit jusqu'a ce que des millions de clusters aient été

séquences

6.2. BGI Tech Solutions ™ sur un séquenceur BGISEQ-500

a. Préparation de la librairie
L’ADN subit une fragmentation par sonication en petit fragments de 150 et 250 pb en
utilisant la technologie Covaris, puis les fragments sont liés a des séquences adaptatrices. Ces
fragments sont ensuite amplifiés par PCR, et hybridés sur la puce d’enrichissement. La technique

d’enrichissement utilisée repose sur le principe d’enrichissement par capture, dans laquelle des
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sondes d’ADN ou d’ARN simple brin sont utilisées pour la capture des fragments d’intéréts. Les

fragments capturés sont préts a I’amplification clonale et le séquencage.

b. Amplification de la librairie
L’amplification clonale est réalisée par la technologie DNA Nanoball (DNB) réalisé en
deux principales étapes. Premiérement la production des ADN simple brin (ADNsb) circulaire
(Figure 15) qui commence par la dénaturation de I’ADN double brin (ADNdb) avec ses séquences
adaptatrices liées aux extrémités terminales. Ensuite un oligonucléotide avec une séquence
complémentaire aux extrémités 5' et 3' terminales de I’ADNsb s'hybride aux extrémités pour former
une entaille, qui est ensuite réparée a I'aide d’'une ADN ligase et forme ainsi un ADNsb circulaire.
La deuxieme étape correspond a la formation des DNB a partir des ADNsb circulaires formés
utilisant la technique Rolling Circle Amplification (RCA), pour obtenir de 100-1000 copies a 1’aide
d’une polymérase phi29 (Figure 15). Ce processus permet d’amplifier les signaux fluorescents lors
du séquengage et de diminuer de fagon trés importante 1’accumulation exponentielle des erreurs de
séquencage en comparaison avec la PCR. En effet, I’amplification linéaire dans la RCA utilise
toujours le méme brin de départ comme cible, et donc impossible de faire des erreurs dans la méme
position tout au long des 100-1000 copies (Fehimann et al. 2016; Zhou et al. 2019).

dsDNA DNA Nanoball (DNB)
\:/ Replicate p ’
950C Heated Ad-inserted / A : :/3’{;; y

4 £ B 'Q-T‘ff%, \

5 e s? A e
— O||gO 4 N '.‘&:r ﬂ’:‘z‘im)‘/; \ |,r .
Circularisation ¢ T, 8 1S S -
\C‘ ) i\

ssCirDNA

Figure 15 : Etapes de la formation des DNB développé par BGI™

(adapté de en.mgi-tech.com)

c. Séquencage
Le séquencage sur BGISEQ-500 repose sur la technologie ‘cambinatorial Probe-Anchor
Synthesis’ (cPAS). Les DNB formés sont disperses et immobilisés sur la puce de séquencage
(Figure 16) par un appareil de chargement. Lors du séquencage, la technique cPAS utilise une
sonde hybridée a 1’adaptateur du DNB, et durant chaque cycle, I'ADN polymérase incorpore une
base marquée avec un groupe de fluorescence, et les quatre signaux lumineux colores émis par les
bases sont collectés via un systeme d'imagerie a haute résolution et convertis en bases aprés un

appel de base (Base calling) utilisant DNBseq basecalling Software.

Amalou Ghita | Génétique des surdités héréditaires au sein de la population marocaine —
Etude des génes MPZL2, COL4A3 MASP1 et ELMOD2 3883 | 56



|

|

Pig. : |

Anchor - : N : Anchor, - : \ : Anchor - :
! AN R 1

Figure 16 : Chargement de la puce, et processus de séquencage par la technique cPAS

(adapté de en.mgi-tech.com)

6.3. Analyse bio-informatique

L’analyse finale a été faite sur le fichier VCF (Variant Calling Format) recu de la société
BGI, dans lequel on trouve toutes les variations trouvees chez les patients, et les informations
nécessaires a leurs annotation et priorisation, notamment leur position génomique, statut des
variations (hétérozygote ou homozygote), fréquence allélique dans les bases de données 1000G et
GnomAD, ainsi que les résultats des différents outils de prédiction.

Afin d’identifier le ou les variants pathogeénes responsables des symptémes cliniques chez
les patients, une série de filtre a été effectuée. Nous avons tout d’abord limité la recherche aux
variants trouvés dans les genes connus dans la survenue de surdité (Annexe 4). Ensuite, nous avons
sélectionné les variants homozygotes ou hétérozygotes composites causant des changements faux-
sens, non-sens, de décalage du cadre de lecture et affectant le site d’épissage avec des fréquences
alléliques < 0,01 a l'aide de bases de données SNP telles que le 1000Genomes et gnomAD ont été

examiné.

L’évaluation de la pathogénicité a été faite en utilisant des outils de prédiction in silico
notamment, les outils SIFT, Polyphene2, et Mutation Taster, Mutation Assessor. L’outil Human
Splicing Finder a été utilisé¢ pour I’évaluation des variants introniques altérant les sites d’épissages.

Lorsque ’analyse des variants portée sur la liste de génes de surdité ne permet pas de relever
quelconque variants candidats, nous passons a 1’analyse du reste des génes. Ceci nous permet

I’identification de nouveaux geénes pouvant potentiellement étre impliqués dans la surdité.
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Tableau 13: Bases de donnees et outils bio-informatiques de prédiction de pathogénicité utilisés

Base de données / sites

Adresse

Ensembl

OMIM

The Human Protein Atlas
Hereditary Hearing Loss
Deafness Variation Database
Varsome

gnomAD

Hman Genetic Mutation Database
Human Phenotype Ontology

Uniprot

NeXtprot

NHLBI ESP

PDB :Protein DataBase
Genome-Browser

Outils de prédiction

http://www.ensembl.org
https://www.omim.org/
https://www.proteinatlas.org/
https://hereditaryhearingloss.org
https://deafnessvariationdatabase.org/
https://varsome.com/
https://gnomad.broadinstitute.org/
http://hgmd.org
https://hpo.jax.org/app/
https://www.uniprot.org/
https://www.nextprot.org/
https://evs.gs.washington.edu/EV'S/
http://www.pdb.org
http://www.genome.ucsc.edu

Adresse

PolyPhen2
SIFT
Moutation Assessor

Mutation Taster

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://sift-dna.org
http://mutationassessor.org/r3/

https://www.mutationtaster.org/ChrPos.html

CUPSAT http://cupsat.uni-koeln.de.
SDM Site http://www-cryst.bioc.cam.ac.uk/~sdm/sdm.php
6.4. Analyse de co-ségrégation

Les variants candidats ont été amplifiés par PCR, a l'aide d'amorces congues via Primer3
(http://primer3.ut.ee/). Pour confirmer la ségrégation des mutations, un séquencage Sanger de tous
les membres de la famille disponibles a été effectué avec le kit de réaction de séquencage ABI Big-
Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems) et analyse sur I'analyseur génétique ABI 3130 (Applied
Biosystems). Le logiciel UGENE v36.0 a été utilisé pour analyser les séquences des

ch romatogrammes.
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Tableau 14 : Séquences d'amorces de ségrégation

Longueur
Géne Amorce Sens 5°—3° Amorce Sens 5°—3°

en pb
MPZL2 TGTCAGCAGAAGTTCTCACAATAC GAAAGGAGAAATGGACTGGC 306
COL4A3 CGTGAGGCCATCATCTTCTT TGCCCTAAAGTGTATTTGTTCA 399
MASP1 CCTAACAGGGTGAGGAGCTG TGCCAGAGACAGACCAGGAT 394
ELMOD2 TGAACCACAAGCTATGAAAGAC AGCGTTCAACAACTCCACAT 242

7. Modélisation moléculaire

Les variants faux-sens confirmés chez les familles ont été étudiés in silico par modélisation
moléculaire afin de visualiser les changements de liaison et de conformation théorique induits par le

changement d’acide aminé.

7.1. Structure tridimensionnelle des protéines

La base de données pdb (rcsh.org) contenant les structures protéiques obtenues par

cristallographie a été consultée en premier sans trouver de modele pour les protéines COL4AS3 et
MASP-1.

Les séquences d'acides aminés de COL4A3 [Q01955] et MASP-1 [P48740] ont été obtenues
a partir de la base de données UniProt (consulté en janvier 2021) sous format FASTA. La structure
3D du domaine sérine protéase de MASP-1 a été prédite en utilisant le serveur en ligne SWISS-
MODEL (consulté en janvier 2021). Parmi les modele proposés, la structure a été sélectionnée sur
la base de I'identité de séquence et de la fonction QMEAN (Waterhouse et al. 2018).

La région triple hélice COL4A3, de I’acide aminé 43 a 1438 a été¢ modélisée par le serveur I-
TASSER (Yang et al. 2015) (consulté en janvier 2021) car aucun modele incluant les acides aminés
ciblés n'a pu étre généreé par le serveur SWISS-MODEL. La minimisation de I'énergie pour toutes
les structures 3D a été effectuée avec le serveur de minimisation YASARA (Krieger et al. 2009).

7.2. Analyse des changements de structures locales

La visualisation et I'analyse de la différence des liaisons hydrogene et hydrophobe entre les
acides aminés de la protéine de type sauvage et sa forme mutée ont été réalisées a l'aide du logiciel
YASARA (version 20.12.24) (Krieger and Vriend 2014).
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Le changement de stabilité de la protéine di aux modifications d'un seul acide aminé a été
predit a l'aide des outils bioinformatiques mCSM (Pires et al. 2014), SDM (Worth et al. 2011) et
DUET (unimelb.edu.au) (consulté en février 2021).

8. Etude du réseau mitochondrial des fibroblastes

8.1. Matériel biologique

Une biopsie de peau du patient (SF242-1V:2) et de sa meére (SF242-111:2) a eté réalisé avec
un punch de 4mm apreés désinfection cutanée a la Chlorexidine au CHU Ibn Roch de Casablanca et
mise dans 50 ml de DMEM. La mise en culture des deux biopsies a été realisée le lendemain au
service de cytogénétique a I’IBS a Angers.

Chaque biopsie a été découpée en 12 morceaux de taille équivalente et divisées
équitablement sur 2 flask T25. Les fibroblastes sont cultivés dans 2/3 de milieu DMEM contenant
25mM de glucose et 1/3 d’Amniomax, supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal (SVF).
Toutes les cellules sont cultivées a 37°C, dans des conditions a 5% d’atmosphere humidifiée en

CO2. Le test mycoplasme était négatif dans les 2 flasques.

8.2. Culture des fibroblastes

La culture des fibroblastes est maintenue sur des T75. A confluence, le milieu de culture est
éliminé a la pipette 10ml, 5ml de PBS sont ajoutés. La flask est agitée trés doucement puis vidée. 2
ml de Trypsine sont ajoutés et répartis uniformément sur le fond de la flask, incubée pendant 6mn
dans I’incubateur a 37°C. La flask est ensuite récupérée et frappée sur les cotés pour décoller les
cellules. (Si besoin, une flask neuve est préparée pendant I’incubation). 4ml de milieu de culture
sont alors ajoutés pour arréter 1’activité de la trypsine. A I’aide d’un cdne 200pul fixé a une pipette
5ml, plusieurs reflux sont effectués sur le fond de la T75 pour décoller et individualiser les cellules.
4ml de la suspension cellulaire sont éliminées et la flask est complétée avec 12ml de milieu de

culture et placée dans I’incubateur a 37°C, 5% CO2.

8.3. Mitotracker

La visualisation du réseau mitochondriale a été réalisée par Mitotracker® Green (100uM)
(Molecular Probes, CA USA) avec des fibroblastes témoins. Ce mitotracker est un fluorophore avec
la propriéte de se fixer sur les membranes chargées des mitochondries.

Sur une plaque ibidi 4 puits, 50ul de suspension cellulaire (~ 30 000 cellules) et 800ul de
milieu placé dans I’incubateur 24h a 37°C, 5% CO2. Un mélange de 2ml de milieu et 0,5 ul de
mitotracker est préparé. Aprés élimination de tout surnageant, 500ul du melange est ajouté dans
chacun des puits. La plaque ibidi est incubée pendant 30min a 37°C, 5% CO2 avant la lecture.
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8.4. Microscopie et traitement d’image

Les images de fluorescence sont réalisées par microscopie a champ large Nikon Ti-E inversé
(Nikon Instruments Europe) équipé d’une caméra Evolve® 512 (Photometrics®), cette caméra
ayant des pixels de 16pum. Les images sont obtenues en utilisant un objectif d’huile 100x (APO
TIRF/1,49). Une moyenne de 35 plans d’images a été réalisée le long de I’axe Z a des incréments de
0,1 pm, pour un temps d’exposition de 90ms pour chaque image. Toutes les données sont obtenues
en utilisant Métamorph® software (Universal Imaging Corporation, Downingtown, PA, USA). Les
mesures sont effectuées a temperature stabilisee a 25°C pour réduire les mouvements des

mitochondries et standardiser les conditions d’acquisitions.

Chaque stack d’images est déconvolué avec Huygens Essential Software (Scientific Volume
Imaging, Hilversum, Pays-Bas) qui a permis d’améliorer la résolution et le bruit des images
acquises en microscopie a fluorescence. Le rapport signal sur bruit de fond permet d’isoler les
variations d’intensités émises par les sondes en fonction de I’activité bioénergétique de celle-Ci
(O’Reilly et al. 2003).

L’étude du réseau a été dupliquée pour les fibroblastes du patient et de sa mére. Au total 11
captures de cellules témoins, 19 de cellules de la mére hétérozygote et 21 de cellules du patient

homozygote pour le variant ont été réalisées.
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Chapitre 1 : Analyse GJB2 et du variant récurrent de LRTOMT

1. Introduction

Au sein du laboratoire de Génomique et Génétique Humaine, la recherche des variants dans
les genes GJB2 et LRTOMT est la premiére étape de I’analyse génétique des patients sourds.

En effet, les premiéres recherches des causes génétiques des surdités héréditaires au sein de la
population marocaine ont été marquées par les travaux de Abidi et al. 2007 et 2008, demontant que
des variants de GJB2 sont retrouvés chez 43,20% des patients atteints de surdité héréditaire chez 29
familles sur un total de 81 familles testées. Ces résultats ont permis de statuer que les mutations du
géne codant la connexine 26 sont la principale cause de surdité autosomique récessive non
syndromique au Maroc. En 2016, les travaux de Bakhchane et al. ont permis d’appuyer ces résultats
avec une fréquence de 37,5% (57/152 familles) entre les variants homozygote et hétérozygote
composite confirmant que les variants de GJB2 sont la premiére cause de surdité non syndromique
au Maroc. De plus dans cette méme étude, 9 familles (5,92%) étaient hétérozygotes pour les
variants c.35delG (2 familles) et c.109G>A (7 familles).

Charif et al. 2012 a identifié le variant ¢.242G>A du gene LRTOMT chez 9/105 patients
marocains atteints de NSHL avec une fréquence de 8,57%.

Ces résultats ont permis de mettre en place une stratégie d’analyse des patients NSHL
s’appuyant sur I’exploration directe du géne GJB2 et du variant ¢.242G>A du géne LRTOMT.

La recherche de variant GJB2 est entreprise par différentes techniques : PCR-PSDM pour la
recherche de la mutation 35delG ou par séquencage direct de 1’exon 2. Le variant ¢.242G>A

LRTOMT est recherché par PCR-RFLP ou séquencage direct.

Dans ce chapitre suivant, nous présentons un résumé des analyses moléculaires sur cohorte de
220 familles atteintes de surdité non syndromique, recrutées depuis le début du projet de recherche
des génétiques des surdités au sein de la population marocaine du Laboratoire de Génomique et

Geénétique Humaine, relevant les familles dont la cause est liée aux variants de GJB2 ou LRTOMT.
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2. Résultats

2.1. Analyse du géne GJB2

Sur une cohorte de 220 familles (426 patients), 81 familles (156 patients) portent un ou deux
variants GJB2 induisant une surdité congénitale ou postlinguale, sévére a profonde représentant une
fréquence de 36,8% (81/220) et une fréquence allélique 36,15 (308/852). Sur ces 81 familles un
variant GJB2 est présent sous la forme homozygote (74), hétérozygote composites (5) et
hétérozygote (2). Les 10 variants retrouves sont: c¢.35delG (p.Glyl2Valfs*2), c.109G>A
(p.Val37lle), c.139G>T (p.Glu47Ter), c.167del (p.Leu56Argfs*26), c.224G>A (p.Arg75GIn),
c.235del  (p.Leu79Cysfs*3), ¢.358 360delGAG (p.Glul20del), ¢.385G>T (p.Glul29Ter),
c.551G>A (p.Argl184GlIn) et ¢.598G>T (p.Gly200Ter) (Tableau 15). Sur la cohorte de 220 patients
le génotype c.35delG/c.35delG est présent a une fréquence 62,27%.

Tableau 15 : Génotypes et fréquences GJB2 identifiés chez les patients sourds d’une cohorte
comportant 220 familles

Génotype F ou SP Patients Familles
c.35delG / ¢.35delG F 126 58
SP 11 11
c.109G>A / c.109G>A F 2 1
SP 1 1
€.167delT / c.167delT F 1 1
C.224G>A [ + F 1 1
€.235delC / ¢.235delC F 2 1
Cc.551G>A [ + F 3 1
€.598G>T / ¢.598G>T SP 1 1
.35delG / ¢.139G>T F 5 2
.35delG / ¢.167del T SP 1 1
.35delG / ¢.385G>T SP 1 1
€.109G>A/ c.358_360delGAG F 2 1

F : Familiale ; S : Sporadique

Par ailleurs, on retrouve 7 familles dont 7 patients portant le variant c.109G>A, 1 patient le
variant ¢.35delG et 1 patient le variant ¢.358 360delGAG, tous a 1’état hétérozygote sans étre la

cause de I’apparition de leur surdité. On recense alors 317 alléles des 165 patients portant un
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variant GJB2 sur les 380 patients de la cohorte (852 alleles) ramenant la fréquence allélique a
37,2% (317/852).

L'analyse de la distribution géographique des variant GJB2 montre une distribution homogene
pour la ¢.35delG a travers les régions marocaines. Le variant 109G>A est aussi présent dans les 3
régions, mais avec fréquence presque doublée dans la région du nord. Le variant c.167delT est
retrouvé chez 2 familles ’une au nord et 1’autre au centre. Le centre du pays connait une diversité

de variant plus importante, mais équilibrée entre les variants ¢.224G>A ¢.235delC ¢.139G>T,

€.385G>T et 551G>A. Le nord du pays se distingue par la présence des variants ¢.358_360delGAG
et ¢.598G>T (Figure 17).
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Figure 17 : Répartition géographique des variants GJB2 entre nord, centre et sud du Maroc
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(mise & jour de Bakhchane et al 2016)
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2.2. Analyse du gene LRTOMT

Sur la méme cohorte de 220 familles, 19 familles (35 patients) ont été identifiés avec la
substitution ¢.242G>A homozygote présentant une surdité non syndromique, dont 9 familles (23
patients) précédemment rapportées par Charif et al. 2012. Ceci représente une fréquence de 8,63%
et une fréquence allélique de 8,21 % (70/852).

3. Discussion

La connexine 26 codée par le gene GJB2 est une protéine retrouvée dans les jonctions
communicantes ou gap jonction. Ces canaux assurent la diffusion passive de molécules dont la
masse ne dépasse pas 1kDa incluant les métabolites, les seconds messagers et les ions K* et Ca?*.
Ces derniers sont essentiels dans la transduction mécano-électrique du son. La Cx26 est localisée
sur la membrane cytoplasmique de cellules de différents tissus incluant les cellules de 1’oreille
interne. Les surdités DFNA3A et DFNB1A sont toutes deux induites par la présence des variants de
GJB2.

Dans notre étude, nous avons reporté un total de 88 familles (81+7) portant un ou deux
variants GJB2, a cela viennent s’ajouter 51 familles portant le variant 35delG, dont 45 a I’état
homozygote sur un total de 194 familles identifiées par les études menées sur la population
marocaine (Lench et al. 1998; Gazzaz et al. 2005; Ratbi et al. 2007; Brownstein et al. 2011). En
combinant ces résultats la fréquence de GJB2 sur les 414 familles est amenée a 33,6 % (139/414) et
une fréquence allélique de 33,7 % (418/1240).

Adadey et al. ont dressé, dans un article de revue, le profil des variants GJB2 par continent
(Adadey et al. 2020b) (Tableau 16). GJB2 représente pres de 50 % des cas de surdité autosomale
récessive non syndromique dans les populations européennes et asiatiques. Le variant le plus
courant est ¢.35delG, représente jusqu'a 70 % des cas en Europe, Afrique du Nord et au Moyen-
Orient (Adadey et al. 2021). Dans une analyse par pays, le plus grand nombre d'alléles portant le
variant ¢.35delG provenait du Royaume-Uni (Adadey et al. 2020b). D'autres variants sont
prévalents dans des populations spécifiques, notamment c.235delC chez les Asiatiques, p.Trp24Ter
chez les Indiens, c.427C>T chez les Africains du Ghana, qui représente 26 % de la population
atteinte de surdite et 1,45 % au sein la population saine, reflétant un effet fondateur dans ce pays
(Chan and Chang 2014; Adadey et al. 2020a, 2021).
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Tableau 16 : Résumé de la fréquence allélique globale de 4 variants de la connexine 26

Variant Notre Afrique Asie Australie Europe Amérique  Amérique
étude Du Nord Du Sud
c.35delG  243/852  770/3848 5917/71209 50/104 15616/65019 3237/26976 822/8191
(28.5%) (20.0%) (8.3%) (48.1%)  (24.0%) (12.0%) (10.0%)
c.235delC  4/852 21262 9666/250680 31/520 32/4382 80/20406 2/866
(0.4%) (0.8%) (3.9%) (6.0%) (0.7%) (0.4%) (0.2%)
c.109G>A 13/852 24/1192  2833/81139 8/104 95/13227 530/27288  30/4852
(1.5%) (2.0%) (3.5%) (7.7%) (0.7%) (1.9%) (0.6%)
c.167delT 3/852 2/50 240/17350 1/104 93/12141 275/21540  30/3094
(0.3%) (4.0%) (1.4%) (1.0%) (0.8%) (1.3%) (1.0%)

Dans les pays du Maghreb, des variants pathogenes de GJB2 sont rapportés en Tunisie pour
39% des cas dans 131 familles (Riahi et al. 2013), en Algérie pour environ 40% des cas (21/53
patients), 47,7% (31/65 familles) en 2015 et 26,25% en 2019 (21/80 patients) selon les études
(Ammar-Khodja et al. 2009, 2015; Talbi et al. 2019). Ces résultats confirment la participation
majoritaire des variants de ce geéne dans la région du Maghreb. Le variant 35delG a I’état
homozygote a été retrouvé avec une fréquence de 27.48% selon I’étude Riahi et al 2013 en Tunisie,
semblable a I’ Algérie avec prés de 29% (42 des 145 patients).

De plus, on trouve en Tunisie les variants ¢.139G>T, c.109G>A, 235delC, ¢.389G>C
(p-Gly130Ala), IVS1+1G>A (Riahi et al. 2013), et en Algeérie c.109G>A, ¢.139G>T, ¢.167delT,
€.617A>G (p.Asn206Ser) et IVS1+1G>A (Ammar-Khodja et al. 2009, 2015; Talbi et al. 2019).

Au Pakistan 158 familles présentent un variant de GJB2 avec un profil trés hétérogéne réparti
sur 21 mutations (Naz et al., 2022). Au sein de 20 pays de la population Latino, on retrouve les
variants ¢.35delG, ¢.131G>A et ¢.19C>T comme les plus représentés (Bouzaher et al. 2020). En
Asie, les variants ¢.109G>A et ¢.235delC sont les variants les plus fréguemment rapportées. En
Inde, le variant c.71G>A représente 95% de tous les variants GJB2 retrouvés au sein de la
population (Adadey et al. 2020b).

Aux USA, le variant c.167delT se démarque du reste des variants par sa fréquence élevée. En
Russie et plus particulierement en Sibérie, et dans d’autres groupes ethniques isolés d’Asie, on
enregistre des fréquences élevées du variant c.IVS1+1G>A (c.-3170 G>A) , située dans le site
donneur d’épissage de I’intron 1 de GJB2 précédant I’exon 1 non codant, affectant le codon AUG

d’initiation de la traduction. Dans d’autres pays d’Asie (Inde, Turquie, Mongolie), trois autres
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variants rares touchant I’acide aminé Trpl72 (c.514T>A, ¢.516G>A et ¢.516G>C) ont été identifiés
(Adadey et al. 2020D).

LRTOMT est le géne de la surdité autosomique récessive DFNB63. LRTOMT?2, egalement
appelée COMT2, comprend un domaine catéchol-O-methyltransferase et un domaine
transmembranaire selon les processus d’épissage. Elle catalyse le transfert du groupe methyl du S-
adenosyl-L-methionine a un hydroxyle groupe des catéchols, inactivant ainsi les neurotransmetteurs
a catécholamines et hormones a catécholamines. COMT2 est essentielle au fonctionnement auditif
et vestibulaire ; en effet elle est exprimée dans les cellules ciliées internes et externes de la cochlée,
ainsi que dans les cellules ciliées vestibulaires, mais pas dans les stéréocils (Du et al. 2008; Ahmed
et al. 2008).

Elle participerait a la machinerie de mécano-transduction de la cellule ciliée cochléaire, par
son implication dans l'assemblage du tip-link. LRTOMT2 pourrait interagir avec TMC1 et TMC2

pour assurer leur transport dans les stéréocils des cellules ciliées (Cunningham et al. 2017).

La seule mutation homozygote LRTOMT retrouvée chez les familles marocaines est le variant
€.242G>A ; p.(Arg81GlIn), initialement présente dans 8,57% des cas sur 105 familles étudiées
(Charif et al. 2012). L’extension de notre analyse moléculaire de LRTOMT a 220 familles n’a pas
varié cette fréquence qui reste a 8,63% de familles marocaines atteintes de NSHL causée par ce
variant. Cette mutation est située dans 1’exon 8 du geéne et a été identifiée par Ahmed et al en 2008,
comme altérant la fonction COMT?2 de la protéine LRTOMT?2 par la rupture d’un pont disulfure et
d’une liaison hydrogéne entre les deux hélices H1 et H2 de la protéine (Ahmed et al. 2008). De
plus, de nombreux autres variants ont été rapportés chez de multiples familles et patients dans 10
autres pays (Tableau 17).

Amalou Ghita | Génétique des surdités héréditaires au sein de la population marocaine —
Etude des génes MPZL2, COL4A3 MASP1 et ELMOD2 23883 | 68



Tableau 17 : Variants identifiés dans LRTOMT

Variants Génotype Nombre de familles  Pays Source
ou patients
C.242G>A HMZ 9 familles Tunisie (Mosrati et al. 2021)
€.242G>A HMZ 6 familles Tunisie (Ahmed et al. 2008)
1 famille o o
c.208C>T HMZ ] Tunisie (Riahi et al. 2014)
de 3 patients
1 famille o
c.313T>C HMZ ) Tunisie (Ahmed et al. 2008)
de 3 patients
C.242G>A HMZ 1 famille Libye (Mosrati et al. 2021)
C.242G>A HTZ 1 patient Egypte (Gibriel et al. 2019)
1 famille )
c.358+4G>A HMZ ) Turquie (Ahmed et al. 2008)
de 8 patients
1 famille )
c.328G>A HMZ ) Pakistan (Ahmed et al. 2008)
de 9 patients
1 famille _
c.154C>T HMZ ) Pakistan (Wang et al. 2017)
de 5 patients
1 famille
c.47T>C HMZ ) Iran (Du et al. 2008)
de 2 patients
1 famille
€.213C>G HMZ ) Iran (Du et al. 2008)
de 2 patients
c.353G>A HTZ 1 famille Iran (Du et al. 2008)
c.503G>A HTZ 2 familles Iran (Du et al. 2008)
1 famille
c.104delC HMZ ) Iran (Vanwesemael et al. 2011)
de 4 patients
c.102G>A HMZ 1 famille Iran (Babanejad et al. 2012)
C.240G>T
HMZ 1 famille Iran (Babanejad et al. 2012)
C.241C>T
€.509_524del HMZ 1 patient Iran (Sarmadi et al. 2020)
€.249C>G HTZ 1 patient Tcheks (Markova et al. 2016)
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Tableau 17 suite : Variants identifiés dans LRTOMT

Variants Génotype Nombre de familles  Pays Source

ou patients
.95 108del HMZ 1 patient USA (Strauss et al. 2018)
¢.151dupG HMZ 1 patient USA (Sloan-Heggen et al. 2016)
€.655C>T HMZ 1 patient USA (Sloan-Heggen et al. 2016)
c.614 617dup HMZ 1 patient USA (Farwell et al. 2015)
c.161G>A
¢.565_566delT HTZ C 1 patient Japon (Ichinose et al. 2015)
c.451C>T

HTZC 1 patient Chine (Wang et al. 2021)

c.358G>A

9 familles ]
C.242G>A HMZ ] Maroc (Charif et al. 2012)

23 patients

7 familles
C.242G>A HMZ _ Maroc Cette étude

10 patients

HMZ: Homozygote ; HTZ : Hétérozygote ; HTZ C : Hétérozygote composite

4. Conclusion

Notre étude a confirmé que les mutations de GJB2 restent responsables de la majeure partie
des NSHL récessives chez les patients marocains avec 36,8% de cas; c.35delG étant le plus fréquent
des variants identifié. D’autres variants de ce géne ont été également identifiés tel c.109G>A et
c.167delT a I’état homozygote ou encore ¢.385G>T et ¢.139G>T en hétérozygote composite, avec
c.35delG.

En seconde place au sein de la population marocaine, arrive le variant ¢.242G>A de

LRTOMT, qui contribue avec une fréquence de de 8,63% aux NSHL récessives.
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Chapitre 2 : Une délétion homozygote sur le géene MPZL?2 associée a

une surdité non syndromique.

1. Introduction

Actuellement, les origines génétiques des surdités héréditaires sont liées a plus de 220 génes
nucléaires, dont 70 genes et 85 locus identifiés pour la NSHL (hereditaryhearingloss.org).

Parmi ceux-ci, MPZL2 a été associé & une NSHL récessive en 2018, chez cing familles
consanguines d’origines géographiques différentes (néerlandaise, nord-est de I'lran et turque).
MPZL2, est une glycoprotéine transmembranaire de 1’adhésion cellule-cellule homophile et

hétérophile, identifiée dans la cochlée de la souris (Bademci et al. 2018; Wesdorp et al. 2018).

Par séquencage de I'exome du patient de la famille SF 165, nous présentons,pour la premiere
fois en Afrique du Nord, P’implication du variant MPZL2 dans la surdité héréditaire non

syndromique récessive avec la possibilité d'un effet fondateur avec les autres familles MPZL2.

Ce travail, a fait I’objet d’un article scientifique décrivant la premiere caractérisation du géne
MPZL2 au Maroc et dans la population d’Afrique du Nord, publié dans I’International journal of

pediatric otorhinolaryngology (Annexe 5) :

Amalou _Ghita, Crystel Bonnet, Zied Riahi, Aymane Bouzidi, Soukaina Elrharchi, Amale
Bousfiha, Majida Charif, Kandil Mostafa, Lenaers Guy, Petit Christine, Barakat Abdelhamid. A

homozygous MPZL2 deletion is associated with non syndromic hearing loss in a moroccan
family. Int J Pediatr Otorhinolaryngol. 2021 Jan;140:110481. doi: 10.1016/j.ijporl.2020.110481.
Epub 2020 Nov 2. PMID: 33234333.
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2. Patients

La famille SF 165 est originaire d'Agadir, dans le sud-ouest du Maroc. D’un mariage
consanguin sont nés trois enfants, deux garcons et une fille. L'examen clinique a révélé une perte
auditive neurosensorielle bilatérale prélinguale l1égére a sévére chez la fille et le garcon ainé (Figure
18 A). Le test audiométrique effectué a 0,25, 0,5, 1, 2, 4 et 8 kHz des enfants affectés a révélé une
perte auditive maximale de 75 et 70 dB a 4 kHz, respectivement (Figure 18 B,C). L'IRM du cerveau

du fils affecté n'a révélé aucune anomalie.
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Figure 18 : Pedigree et audiogrammes de la famille SF 165

(A) Arbre généalogique ; (B) Test audiométrique du patient I11:1 ; (C) Test audiométrique du
patient 111:2. Les seuils ont été déterminés a 0.25,0.5, 1, 2, 4 et 8 kHz. Oreille droite : cercle rouge ;
Oreille gauche : croix bleue

3. Résultat

Le WES du patient SF 165-111:1 a été réalisé a IntegraGen sur un séquenceur HiSeq 2000
(Mumina, San Diego, CA, USA). Un mode de transmission autosomique récessif a été considéré,

retenant ainsi les variants homozygotes et hétérozygotes composites. Au sein des variants non
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synonymes, frameshift, indel et sites d'épissage, nous avons retenu les variants prédits comme
pathogenes a l'aide des outils bioinformatiques (Polyphen-2, SIFT) avec une fréquence allélique
inférieure ou égale a 0,01. Suite a I’application des filtres, 6 variants candidats homozygotes ont été

sélectionnés (Tableau 18).

Tableau 18 : Variants candidats homozygotes potentiellement pathogenes révélés par le WES
dans I'ADN du patient.

Geéne Variant rs Frequence GnomaD
LRP1B Arg2430GIn rs111444554 3.897 e-5
TBC1D9B Arg301Trp rs748486833 7.965 e-6
TAF1L Ser648Cis rs202136681 1.202 e-4
MPZL2 lle24MetfsTer22  rs752672077 7.688 e-4
FOXRED1 His380Arg rs7116126 3.264 e-3
ZNF77 Cis144Phe rs76396690 2.582 e-3

De ces genes, MPZL2 est le seul a étre lié a une surdité, ce qui a conduit a la sélection de ce
variant pertinent pour expliquer ’origine de la surdité non syndromique : la délétion MPZL2
NM_005797.3 : c.72delA (p.lle24Metfs*22) avec une fréquence allélique mineure globale de
7.688e-4. Ce variant crée un décalage de cadre de lecture et un codon stop prématuré, aboutissant a
une protéine tronquée. Le séquencage Sanger a confirmé son statut homozygote chez les enfants
affectés I11:1 et 111:2, et son statut hétérozygote chez la mére I1:1, la grand-mere maternelle I:1 et le
frere non affecté 111:3.

L’analyse des marqueurs STR a été réalisée pour caractériser les haplotypes dans la région
chromosomique MPZL2 (Figure 19). L’analyse a montré un haplotype commun compris entre les
marqueurs D11S1341 et D11S4104 pour I’alléle muté chez tous les individus, différent de celui de

I’allele sauvage porté par les individus sains.
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I:1
c.72delA/+H
D1154195 272 272
D1151341 146|146
MpzL2 RH70809 195|195
D1151364 130|135
D1154104 192 192@
I1:1 Im:2
c.72delA/+
D1154195 272 272
D1151341 146|154
MpzL2 RH70809 1951195
D1151364 130135
D1154104 1921192
III:1 II1:2 III:3
c.72delp/ c.72delA/ c.72dela/+
c.72dela c.72delA
D1154195 272 272 272 272 272 272
MPZLD .D1151341 146 |146| |146 (146 146|146
RH70809 1951195 [195(195 195(195
D1151364 130(130| |130|130 130(135
D1154104 130|130( [130(130 130] 192

Figure 19 : Ségrégation et analyse STR de la famille SF 165

4. Discussion

Dans cette étude, nous avons réalisé un WES sur un patient marocain atteint d'une perte
auditive autosomique récessive non-syndromique, qui ne présentait pas de variant dans les génes
GJB2 et LRTOMT les plus fréquemment impliqués dans la population NSHL marocaine. Ainsi,
nous avons identifié pour la premiére fois dans une famille africaine du nord, une délétion
homozygote c.72delA (p.lle24Metfs*22) dans le géne MPZL2. MPZL2 code pour la protéine de la
myéline de type 2, une glycoprotéine transmembranaire membre de la super-famille des
immunoglobulines, impliquée dans l'adhésion cellule-cellule homophile et hétérophile. Cette
protéine a été décrite impliquée dans I'embryogenése précoce, et dont I'expression est la plus élevée
a été trouvée au niveau de la cochlée feetale, principalement dans les tissus de l'oreille interne
(Bademci et al. 2018; Wesdorp et al. 2018).

L'immunomarquage de MPZL2 dans l'organe de Corti de souris a révélé une forte
expression dans la zone de contact entre les cellules de Deiter et la membrane basilaire, et une
expression plus légere dans les cellules ciliees internes et externes et dans la couche basale de la
stria vascularis. La souris mutante, présentant une délétion intra-génique de 1’exon 2 et 3 Mpzl2,
présente une organisation altérée des cellules ciliées externes et des cellules de soutien, ainsi qu'une
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dégenérescence de I'organe de Corti, en plus d'une légére dégénérescence des neurones du ganglion
spiral, plus prononcée a la base cochléaire. Ces données convergent vers une apparition précoce de
NSHL chez les humains porteurs de mutations MPZL2, sans pouvoir statuer si la déficience auditive

est congénitale ou si elle se manifeste a la petite enfance (Wesdorp et al. 2018).

Dans deux études précedentes de ce géne, des mutations de MPZL2 (OMIM : 604873) ont
été découvertes comme la cause de la surdité autosomique récessive-111 (DFNB111) (Bademci et
al. 2018; Wesdorp et al. 2018). Une seule délétion homozygote c.72delA (p.lle24Metfs*22) a été
trouvée chez 12 patients présentant une surdité légére a modérée symétrique non syndromique,
provenant de cing familles consanguines : néerlandaise (Wesdorp et al. 2018), issu d’un métissage
entre la Turquie du nord-est de I'lran (Bademci et al. 2018) et turque (Bademci et al. 2018; Wesdorp
et al. 2018). Nous ajoutons a ces familles, une famille marocaine élargissant ainsi la localisation

géographique de cette mutation dans les pays d'Afrique du Nord.

De plus au sein d’une famille turque dont 4 membres, incluant la mére, sont malades, cette
délétion a été trouvee a 1’état hétérozygote composite avec la substitution ¢.220C>T (Wesdorp et al.
2018). De méme, le génotype ¢.220C>T/c.463delG chez un patient Coréen (Kim et al. 2020) et
€.220C>T/c.68delC chez un patient Chinois (Wang et al. 2022) ont été identifiés. Enfin, le variant
.220C>T a été retrouvée en Corée chez 8 patients sourds et en Chine chez une patiente présentant
un génotype biallélique (Kim et al. 2020; Wang et al. 2022).

L'analyse des haplotypes de Wesdorp et al. sur trois familles a montré que tous les alléles
c.72delA de MPZL2 partagent une région commune de 0,5 Mb délimitée par les marqueurs
D11S1341 et D11S4104 (Wesdorp et al. 2018) proposant ainsi un effet fondateur. Par contre, le
marqueur D11S4195 inclus dans cette région, présente deux tailles différentes dans un haplotype
pathologique, ce qui suggeére qu’il n'est pas informatif. Par conséquence le variant c.72delA

pourrais étre d’origine ancienne.

5. Conclusion

Notre étude présente la premiére caractérisation de la mutation c.72delA de MPZL2 au Maroc
dans une famille consanguine présentant une surdité légeére. Cette délétion rapportée comme cause
de surdité dans différentes populations est probablement d'origine ancienne et a été distribuée
géographiquement a la suite d’immigrations. L'identification d’autres mutations pathogénes dans
MPZL2 permettra de confirmer le réle essentiel de la protéine MPZL2 dans la fonction auditive et

son origine.
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Chapitre 3 : Surdités syndromiques chez deux familles associées a des

variants homozygotes dans les génes COL4A3 et MASPI.

1. Introduction

Certaines surdités syndromiques sont trés complexes, avec une expressivité variable, ce qui
entraine des différences importantes dans les descriptions cliniques des patients (Castiglione et al.
2013).

Le syndrome d'Alport est une maladie héréditaire rare avec une insuffisance rénale
aboutissant a une insuffisance rénale terminale, ainsi qu'une perte de la vision et perte auditive
neurosensorielle progressive (Alport 1927; Mochizuki et al. 1994). Des variants dans trois géenes
COL4A3, COL4A4 et COL4AS provoquent le syndrome d’Alport entrainant la présence de
membranes basilaires glomérulaires lamellés, ou une adhésion défectueuse de I'organe de Corti a la
membrane basilaire, responsable du déficit auditif (Merchant et al. 2004; Chew and Lennon 2018;
Savige et al. 2019).

Le syndrome 3MC est issus de 1’agrégation de quatre présentations cliniques: les syndromes
de Mingarelli, Malpeuch, Michels et Carnevale en raison de similitudes cliniques (Titomanlio et al.
2005). MASP1, COLEC10 et COLEC11 sont impliqués dans la voie du complément de la lectine ;
ils guident la migration des cellules dans les organes pendant I'embryogenése et les dysfonctions de
I'une de ces quatre protéines (MASP-1 &-3, CL-L1, CL-K1) lors des premieres phases du
développement cérébral, entraine les syndromes 3MC, avec dysmorphisme cranio-facial et
symptomes multiples (Rooryck et al. 2011; Gardner et al. 2017).

Dans cette étude, nous rapportons deux familles marocaines consanguines présentant 1’une le
syndrome d’Alport, 1’autre le syndrome de 3MC, analysées par le séquencage d'exome pour

identifier les variants responsables de ces deux tableaux cliniques.

Ce travail, a fait I’objet d’un article scientifique décrivant la premiére caractérisation du geéne
MASP1 et la seconde de COL4A3 au Maroc, associé a 1’étude computationnel de leur variant
respectif. 1l a eté publié dans le journal Human Gene (Annexe 5) :

Amalou Ghita, Imane Aitraise, Aymane Bouzidi, Soukaina Essadssi, Majida Charif, Mostafa

Kandil, Sophie Boucher, Guy Lenaers, et Abdelhamid Barakat. Syndromic Hearing Loss in
Moroccan Families Is Associated to Homozygous Missense Variants in COL4A3 and MASP1
». Human Gene 2022 Sep;33:201053. doi: 10.1016/j.humgen.2022.201053.
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2. Patients
2.1. Famille SF 237

La famille SF 237 est composee de 4 fréres issus de parents consanguins originaire de Fkih
Ben Salah. Deux garcons sont atteints de surdité syndromique, et ont été recrutés a I’age de 27 et 23
ans, respectivement (Figure 20 A). Les patients 1V:1 et 1V:3 ont été diagnostiqués avec une surdité
postlinguale a I'dge de 7 ans. A 8 et 17 ans respectivement, une myopie sévere a été constatée chez

les deux freres.

A 22 ans, le patient 1V:1 a présenté une insuffisance rénale nécessitant une dialyse et a 25
ans, son taux de créatinine était de 47 mg/l (6-13 mg/l) ; l'urée de 0,45¢/l (inf & 0,5 g/l) et I'acide
urique de 26 mg/l (20-60 mg/l). L'audiogramme a montré une perte auditive neurosensorielle
moyenne a modérément sévere, avec un PTA (Pure Tone Average) de 56 dB sur l'oreille droite et

de 55dB sur l'oreille gauche, affectant toutes les fréquences (Figure 20 B).

Le patient 1V:3 présente une insuffisance rénale chronique avec une créatinine a 25,77 mg/I
(7-12 mg/l), une urée a 0,61g/l (0,15-0,39 g/l) et une protéinurie de 7,99/24h (inf a 0,15¢/l), un
acide urique a 66,38 mg/l (35-72 mg/l) a 19 ans. L'audiogramme a révélé une perte auditive
neurosensorielle asymétrique, modérément sévere a l'oreille droite (PTA 60dB) et profonde a
I'oreille gauche (PTA 113dB) (Figure 20 C).
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Figure 20 : Pedigree et audiogrammes de la famille SF 237
(A) Arbre généalogique ; (B) Test audiométrique du patient IV:1 ; (C) Test audiométrique du

6k

12,5k

patient 1V:3. Les seuils ont été déterminés a 0.25,0.5, 1, 2, 4 et 8 kHz. Oreille droite : cercle rouge ;
Oreille gauche : croix bleue

2.2. Famille SF 266

Issu d'une famille consanguine de la région de Doukkala le patient de la famille SF 266, est
I’ainé de deux enfants et agé de 8 ans ; il est né avec le syndrome 3MC (Figure 21). Il présente un
hypertélorisme et la triade des paupiéres (blépharoptose, blépharophimose, épicanthus inversus)
entrainant un déficit de la vision périphérique et nocturne. A 6 mois, il a été diagnostiqué d’une
perte auditive bilatérale sévere. Il présentait également un retard a la marche. Des troubles mentaux
ont été constatés par sa famille dés la petite enfance, sans diagnostic médical. Aucun autre examen
clinique n’était disponible pour cet individu.
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Figure 21 : Arbre génealogique de la famille SF 266

3. Resultats
3.1. Analyse génétique

Le WES a été réalise au BGI Tech Solutions sur BGISEQ-500 sequencer. Les résultats sous
format csv ont été téléchargés sur le serveur BGI des trois patients listant les SNP et les indel portés
par ces derniers. En commencant par isoler les variants présents sur les génes de surdité et en
appliquant tous les filtres, une liste de quelques variants a été générée, au sein de laquelle nous
avons identifié le variant homozygote candidat correspondant a la présentation clinique de chaque

patient.

Les freres SF 237-1V :1 et SF 237-1V :3 sont tous deux porteurs du variant homozygote
faux-sens NM_000091.4 : ¢.4153G>C ; p.(Gly1385Arg) du géne COL4A3. Ce variant n’a jamais
été identifié et n’est pas présent dans la base de données gnomAD. Le variant est prédit comme
pathogéne selon la classification ACMG et les logiciels de prédiction SIFT, Polyphen-2 et
MutationTaster, MutPred, MutationAssessor, FATHMM.

Le patient SF 266-1V :1 présente le variant homozygote faux-sens NM_ 001879 :
c.1426G>A ; p.(Gly476Arg) du gene MASP1, responsable du syndrome 3MC. La base de données
GnomAD rapporte 50 fois cet alléle a I’état hétérozygote, parmi les 251.338 alléles (fréquence de
1,77°-4), mais aucune personne a 1’état homozygote pour ce variant n’a encore été signalée. La
classification ACMG prédit le variant comme probablement pathogene. Le variant est prédit par

SIFT comme uncertain par Polyphen Probably damaging, et par MutationTaster Disease Causing.
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Le séquencage Sanger de tous les membres de la famille disponibles a confirmé la
ségrégation des variants avec la pathologie. En effet, les parents de la famille SF237 étaient porteurs
hétérozygotes du variant COL4A3, tandis que leurs fréres sains étaient soit hétérozygotes (IV :2)
soit non mutés (IV :4) (Figure 22).

A
III:1 I11:2
c.4153G>C/+| c.4153G>C/+
Iv:1 v:2 1v:3 v:4
c.4153G>C/ +/4+ ¢c.4153G>C/ c.4153G>C/+
c.4153G>C c.4153G>C
B

C. 415SG>C/+ c.4153G>C/c.4153G>C +/+
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Figure 22 : Co-ségregation du variant COL4A3 ¢.4153G>C chez la famille SF 237

(A) Arbre et génotype ; (B) chromatogramme des membres de la famille SF 237 (de gauche a
droite, hétérozygote, homozygote muté, homozygote sauvage)

Chacun des parents des patients SF 266-1V :1 était porteur du variant MASP1 a I’état

hétérozygote. La sceur IV :2 non affectée n’a pas été prélevé en raison de son trés jeune age (Figure

23).
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Figure 23 Co- ségrégation du variant MASP1 ¢.1426G>A au sein de la famille SF 266

(A) Arbre et génotype ; (B) chromatogramme des membres de la famille SF 266 (de gauche a
droite : homozygote muteé et hétérozygote)
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3.2. Modélisation moléculaire et analyse de stabilité

Le serveur SWISS-MODEL a généré trois modeles pour MASP-1 a partir de trois template
(4igd.1.A, 4agb.1.A, 6flc.1.D). Nous avons selectionné le modele généré a partir du template
4igd.1.A pour les protéines WT et mutées, avec une valeur QMEAN z-score de 0,40 et 0,25,
respectivement, et une identité de 99,75% et 99,50% qui contenait les acides aminés cibles au sein
de leur domaine conformationnel de 1’acide aminé 299 a 699. I-Tasser a généré 5 modeles pour
COLA4A3, parmi lesquels nous avons sélectionné le plus stable.

Le z-score QMEAN représente une estimation de la comparabilité du modele théorique avec
des structures de taille similaire dérivées expérimentalement en comparant leurs angles de liaison,
les distances, etc. Les z-scores QMEAN autour de zéro indiquent un bon accord entre la structure
du modéle et les structures expérimentales de taille similaire.

L’ analyse structurale du variant COL4A3 p.(Gly1385Arg) montre que le changement de
Glycine en Arginine conserve la liaison hydrogene avec Cys1387, et gagne deux interactions
hydrophobes supplémentaires avec Glu1407, Lys1411 a Leul384 et Pro1386 (Figure 24). La valeur
RMSD entre les structures mutées et de type sauvage était de 0,9638 A. Les scores de prédiction
mCSM, SDM et DUET de -0.303, -0.17 et -0.078 Kcal/mol respectivement refletent une

déstabilisation de la structure de la protéine due a la substitution de 1’acide aminé.

) Glu1407

Lys1411

LN

Figure 24 : Analyse structurale des interactions de I’acide aminé 1385 de la protéine COL4A3
sauvage et mutée par modélisation moléculaire

(A) variant sauvage Gly1385 ; (B) variant muté Arg1385

Résidu sauvage et muté : rouge ; résidus impliqués dans les liaisons hydrogenes : cyan ;
résidus participant aux interactions hydrophobes : violet ; liaisons hydrogénes : lignes pointillées
jaunes, interactions hydrophobes : lignes continue vertes.

Pour la protéine MASP-1 de type sauvage, la Glycine-476 a des interactions hydrophobes
avec quatre acides aminés (Leu466, Cys475, Asp645, Gly648) et deux liaisons hydrogenes avec les

Amalou Ghita | Génétique des surdités héréditaires au sein de la population marocaine —
Etude des génes MPZL2, COL4A3 MASP1 et ELMOD2 3883 | 81



acides aminés Thr487 et Ser646. Le changement en Arginine cause la perte des liaisons avec
Asp645, Gly648 et établit cing nouvelles interactions hydrophobes avec Gly477, Pro649, 11e463,
Trp589, Met465 et deux liaisons hydrogénes avec Cys475 et Asp645 (Figure 25). La valeur RMSD
entre les structures mutée et sauvage est de 0,60626 A. Les scores de prédiction mCSM, SDM et
DUET de -1.091, -2.15 et -1.003 Kcal/mol respectivement refletent une déstabilisation de la

structure de la protéine due a la substitution de I’acide aminé.

Figure 25 : Analyse structurale des interactions de I’acide aminé 476 de la protéine MASP1
sauvage et mutée par modélisation moléculaire

(A) variant sauvage Gly476 ; (B) variant muté Arg476

Résidu sauvage et muté : rouge ; résidus impliqués dans les liaisons hydrogenes: cyan ;
résidus participant aux interactions hydrophobes : violet ; résidus participant a la fois aux liaisons
hydrogénes et aux interactions hydrophobes : bleu ; liaisons hydrogenes : lignes pointillées jaunes,
interactions hydrophobes : lignes continues vertes.

4. Discussion

L’analyse d’exome réalisée sur les patients atteints de surdit¢é syndromique a permis
I’identification de deux nouveaux variants homozygotes absents de la base de données Human Gene
Mutation database (Stenson et al. 2003), de Deafness Variation Database et de NHLBI GO Exome
Sequencing Project.

Les patients SF 237-1V :1 et SF 237-1V :3 atteints du syndrome d’Alport étaient porteurs du
variant faux-sens COL4A3 NM_000091.4 :c.4153G>C ; p.(Gly1385Arg). Le patient SF 266-1V :1
atteint du syndrome 3MC était porteur du variant faux-sens MASP1 NM 001879 :c.1426G>A ;
p.(Gly476Arg) rs140743904 répertorié dans dbSNP.

Le variant COL4A3 affecte I’extrémité du domaine a triple hélice, commencant a I’acide
aminé 43 et se terminant a 1438, et modifie une répétition d’un triplet d’acides aminés Gly-X-Y, qui

contribue au domaine a triple hélice et confere au collagene IV sa propriété flexible (Hofmann et al.

Amalou Ghita | Génétique des surdités héréditaires au sein de la population marocaine —
Etude des génes MPZL2, COL4A3 MASP1 et ELMOD2 3883 | 82



1984). Les différents logiciels de prédiction étudiés ont classé le variant comme pathogéne. Ceci est
consolidé par I’analyse structurale qui a révélé que le changement de Glycine en Arginine a fait
gagner 2 interactions hydrophobes supplémentaires menant a une déstabilisation de la structure de
la protéine.

Adjacentes a la Guanine 4153 mutée chez nos patients, deux substitutions de sites
d’épissage pathogénes ont été identifiées : ¢.4153+1G>A (Zhang et al. 2012) et ¢.4153+2T>A
trouvées toutes deux dans un état hétérozygote composite (Moriniére et al. 2014). A noter que nos
résultats rapportent le deuxiéme cas du syndrome d’Alport présentant un variant COL4A3 en
Afrique du Nord, le premier étant p.Glyl277Ser a 1’état homozygote rapporté chez un patient
marocain présentant une perte d’audition et une myopie, mais pas d’atteinte rénale (AitRaise et al.
2022).

Deux autres familles maghrébines ont été décrites, I’une Berbére d’Algérie avec un variant
COL4A4 (Teebi and Farag 1997), et I’autre de Tunisie avec un variant dominant COL4A5 (Kharrat
et al. 2006), tandis que 4 autres personnes présentant ce syndrome ont été décrites en Tunisie, mais
sans diagnostic moléculaire (Kamoun 1997). En outre, certains individus présentant des symptémes
rénaux limités, mais pas tous les symptomes du syndrome d’Alport, ont été identifiés avec les
variants hétérozygotes composites COL4A3 ¢.209G>A et c. 1681 1698del, ou avec les variants
homozygotes c.725G>A ou hétérozygotes ¢.2225G>A (Ammar et al. 2021), illustrant la variabilité
des présentations cliniques associées a ce géne.

Dans le cas du syndrome 3MC, le gene MASP1 code pour trois ARNm : MASP-1, MASP-3
et MAP-1 par le biais de processus d’épissage alternatif. Le domaine sérine-protéase est codé par
les exons 13-18 et I’exon 12 dans MASP-1 et MASP-3, respectivement, et est absent dans le MAP-
1 (Takahashi et al. 2007; Skjoedt et al. 2010). Le variant MASP1 ¢.1426G>A, rapporté pour la
premiére fois a I’état homozygote, est situé dans I’exon 13 de I’isoforme MASP-1 (Skjoedt et al.
2010). Il a deja été signalé une fois a I’état hétérozygote dans une étude analysant la séquence de 29
génes impliqués dans les cascades du complément et de la coagulation, réalisée sur 100 jeunes
patients présentant une hypertension sévere et une insuffisance rénale (Larsen et al. 2018).
GnomAD a signalé ce variant avec une fréquence de 1,77°-4 et comme dommageable et pathogéne
par les outils de prédiction, Mutation Assessor, PolyPhen2 et par la classification ACMG. De plus
I’analyse structural de la protéine a montrer que le changement en Arginine cause la perte de 2
liaisons hydrophobes et le gain de 5 hydrophobes et 2 liaisons hydrogenes reflétant une
déstabilisation de la structure de la protéine.

Dans la littérature, 16 variants de MASP1 liés au syndrome 3MC et a la perte d’audition ont
été décrits, dont 3 variants non-sens dans les exon 2 et 6 (Urquhart et al. 2016) et 11 variants faux
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sens, parmi lesquels 9 étaient homozygotes. Parmi ces 9 variants, 7 étaient regroupées dans I’exon

12, et 2 dans les exons 4 et 6. Deux variants faux-sens hétérozygotes composites affectant les exons

2 et 12 étaient & I’origine d’une perte auditive avec des nerfs cochléo-vestibulaires bilatéraux

anormaux ou absents (Kari et al. 2017). Deux substitutions dans les sites d’épissage ont été

rapportées par Atik et al. (Atik et al. 2015) et une autre délétion de 2306 pb incluant I’exon 12 et

une partie de I’intron 12 a été rapportée par Graul-Neumann et al. (Graul-Neumann et al. 2018)

(Tableau 19).

Tableau 19 : Variants pathogenes de MASP1 publiés, liés a la surdité et au syndrome 3MC.

Variant Acide Aminé Exon Source

c.9G>A p.Trp3* 2 (Urquhart et al. 2016)
c.49G>T/ p.Alal7Ser/ 2/ (Kari et al. 2017)
c.1931C>T p.Thr644Met 12

c.547G>T p.Vall83Leu 4 (Urquhart et al. 2016)
C.760A>T p.Leu254* 6 (Urquhart et al. 2016)
c.870G>A p.Trp290* 6 (Sirmaci et al. 2010)
c.891+1G>T - Int 6 (Atik et al. 2015)
.1012-2A>G - Int 7 (Atik et al. 2015)
c.1451G>A p.Gly484Glu 12 (Atik et al. 2015)

c.1489 C>T p.His497Tyr 12 (Rooryck et al. 2011)
C.1657G>A p.Asp553Asn 12 (Atik et al. 2015)
€.1888T>C p.Cys630Arg 12 (Rooryck et al. 2011)

€.1895 *1602+411del p.Arg637Cysfs*1 12al’Int 12  (Graul-Neumann et al. 2018)
€.1987G>T p.Asp663Tyr 12 (Atik et al. 2015; Urquhart et al. 2016)
€.1997G>A p.Gly666Glu 12 (Rooryck et al. 2011)
€.2059G>A p.Gly687Arg 12 (Sirmaci et al. 2010)
C.1426G>A p.Gly476Arg 13 Présente étude

Il est important de noter qu’avant ce travail, un seul individu 3MC a été rapporte dans la

population maghrébine dans une famille tunisienne avec un variant homozygote récessif COLEC11,

illustrant ainsi les difficultés a diagnostiquer compléetement cette maladie en Afrique du Nord

(Rooryck et al. 2011).
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5. Conclusion

L’analyse d’exome de patients atteints de surdité¢ syndromique a révélé chez deux familles
marocaines des variants homozygotes. Deux freres atteints du syndrome d’Alport, syndrome
touchant la fonction rénale en plus de I’audition, portaient la substitution ¢.4153G>C de COL4A3,
encore jamais décrite. Chez un individu d’une seconde famille, la substitution pathogéne
€.1426G>A de MASP1 a été confirmée comme cause de I’apparition des multiples symptémes du
syndrome 3MC se développant a la naissance. L’étude in silico reposant sur une modelisation
moléculaire protéique de ces deux variants est venu confirmer leur statut pathogéne par la
prédiction de gain et de perte de liaisons hydrogenes et interactions hydrophobes probablement

nécessaires a la stabilité de la protéine.
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Chapitre 4 : ELMOD?2 un nouveau gene de surdité ?

1. Introduction

Bien qu’étudié durant de nombreuses années en termes de diagnostic moléculaire, la surdité
continue a étre associée a de nouveaux genes, grace a 1’évolution des techniques d’analyse du
génome. Ces génes sont aussi bien impliqués dans 1’anatomo-physiologie de 1’oreille que dans
d’autres fonctions cellulaires non liées spécifiquement a 1’audition. Certains de ces roles relévent du
fonctionnent de la mitochondrie, une organelle cellulaire dynamique. En effet, les mitochondries
contenues dans une cellule sont en perpétuel mouvement et interaction, formant un réseau fusionné

ou fissionné selon les besoins cellulaires.

Les protéines, codées par des genes nucléaires et mitochondriaux, sont impliquées dans les
voies de fusions et fissions mitochondriales et les voies de I’audition. OPA1 et MFN2 sont des
protéines clés de la fusion mitochondriale et agissent en interaction avec d’autres protéines pour
créer le complexe promouvant la fusion des mitochondries. Ces processus necessitent de
I’hydrolyse de GTP possible grace aux GTPases qui sont régulées par des petites protéines appelées
les GAP pour GTPase-Activating Protein.

ELMOD?2 est une des GAP contribuant au passage de ses GTPases de leur état actif a inactif
par I’hydrolyse du GTP. ELMOD?2 fait partie de la sous-famille des ELMOD de la famille des
ELMO. Elle possede un domaine fonctionnel ELMO commun aux membres de cette famille. Les
fonctions d’ELMOD?2 connues a ce jour, concernent la fusion mitochondriale, la ciliogenese et la
cytokinése. Néanmoins a ce jour ELMOD2 n’a été associé qu’a la fibrose pulmonaire idiopathique,

mais jamais a la perte de 1’audition.

Durant ce chapitre, nous présentons d’abord les résultats d’exome d’une famille dont les deux
enfants sont atteints d’une surdité, portant un variant bi-alléligue d’ELMOD2. Ensuite, nous avons
caractérisé les conséquences fonctionnelles du variant ELMOD2 a 1’état homozygote et

hétérozygote sur le réseau mitochondrial d’un des deux patients et de sa mere.
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2. Patients

Les deux enfants de la famille SF 242 de la région de Doukkala ont été recruté pour une
surdité syndromique familiale. La fille (SF 242-1V:1) née en 2013, est atteinte d’une surdité
bilatérale pré linguale profonde, a marché a 2 ans et demi et présente un strabisme. Le fils (SF 242-
IV:2) né en 2011, est atteint d’une surdité bilatérale prélinguale profonde, a marché a 1'dge de 3 ans

et présente un strabisme ainsi qu’un comportement autistique (Figure 26).
| | Cb | é) | é é
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Figure 26 : Arbre généalogique de la famille SF 242

3. Résultats

3.1. Analyse WES

Le WES du patient SF 242-1V:1 a été réalisé au BGI Tech Solutions sur le BGISEQ-500
sequencer. Les résultats sous format csv ont été téléchargés du serveur BGI pour les deux patients,
listant les SNP et les indel présents. En commencant par isoler les variants présents sur les genes de
surdité et en appliquant tous les filtres classiques de sélection des variants pathogenes, aucun
variant significatif n’a pu étre retenu. De ce fait, nous avons étudiés les variants présents dans les
autres genes, et un variant particulier a été identifié.

Le variant NM_153702.3:¢.316A>G ; p.(Lys106Glu) d’ELMOD?2 est un candidat pour cette
famille, car les 2 paralogues de ce géne sont aussi impliqués respectivement dans la surdité et les
troubles du spectre autistiques (Jaworek et al. 2013; Miryounesi et al. 2019). Différents degrés de
pathogénicite ont été prédit par les logiciels, ainsi le variant est pathogene selon Polyphen-2,
uncertain selon SIFT, MutPred et FATHMM-XF, bénin selon Mutation Assessor et disease causing
selon MutationTaster.

Par confirmation Sanger, SF 242-1V:1 et SF 242-1V:1 étaient tous deux porteurs
homozygotes du variant faux-sens, alors que les parents sont hetérozygotes pour cette mutation
(Figure 27).
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Figure 27 : Résultats de la ségrégation de ¢.316A>G au sein de la famille SF 242

(A) Arbre et génotype ; (B) chromatogramme des membres de la famille SF 242 (de gauche a
droite : hétérozygote, homozygote muté)

3.2. Analyse du réseau mitochondrial

Afin de vérifier ’effet de cette mutation sur la structure du réseau mitochondrial, nous avons
mis en culture des fibroblastes de peau d’un patient et de sa meére. Les mitochondries ont été
visualisées par la sonde fluorescente MitoTracker, et des images représentatives de deux
expériences indépendantes sont présentées (Figure 28). Ensuite, les images ont été seuillées pour
quantifier la longueur des mitochondries : le rouge indique un réseau mitochondrial fusionné, alors

que le bleu un réseau fragmenté (Figure 28).
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Figure 28 : Structure des mitochondries dans les fibroblastes de peau.

Images par contraste de phase (a gauche), en microscopie a fluorescence (au milieu) et
seuillées pour la détermination de la longueur des mitochondries (a droite) des fibroblastes de la
peau : (A) Témoin ; (B) Mere ; (C) Patient. Barre d'échelle : 10 um. Echelle de volume de
mitochondrie de < 1um a

> 20um représenté du bleu au rouge

Les moyennes des pourcentages de longueur des 11 captures de cellules témoins, 19 cellules
de la mére hétérozygote et 21 cellules du patient homozygote pour le variant ELMOD2 sont
représentées sur le tableau 20. Par défaut, les captures d’image des fibroblastes témoins contenaient
1 a2 cellules et celles du patient et de sa mere entre 2 et 5 cellules.

Les tailles des mitochondries ont éte distribuées selon leur longueur en um, et classées selon

les catégories de longueurs suivantes < 1, <5, <10, <20 et > 20 um.
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Tableau 20 : Pourcentages moyens des longueurs des mitochondries des fibroblastes de peau

Longueur Témoin Mére Patient
<1pm 5,56% 8,53% 8,89%

<5um 16,65% 19,94% 18,75%
<10pm 8,28% 8,88% 11,16%
<20pm 10,97% 11,54% 10,65%
>20um 58,54% 51,12% 50,55%

Les fibroblastes du patient et de la mere présentent 51,12% et 50,55% des mitochondries
allongées avec une longueur > 20 um et 8,53% et 8,89% de mitochondries fragmentées,
respectivement. Par contre, les cellules témoins comptent 58,54% des mitochondries allongées de
longueur > 20 pm et seulement 5,56% de mitochondries fragmentées.

On remarque une légére différence de pourcentage de mitochondries fusionnées entre les
fibroblastes témoins d’un c6té, et les fibroblastes du patient et de sa mére, de ’autre. Le variant a
I’état homozygote ou hétérozygote pourrait donc entrainer une légére diminution de la fusion et une
augmentation de la fragmentation du réseau mitochondrial en passant de 5,56% chez le témoin a
8,89% et 8,53% chez le patient et sa mére. (Tableau 20, Figure 29.A).
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Figure 29 : Graphe a barre (A) et histogrammes (B) des moyennes des longueurs des

mitochondries des fibroblastes du contréle a gauche, de la mere au milieu et du patient a droite.

L’application du test de Wilcoxon Mann Whitney, avec une p-value significative si p < 0.05
montre une différence significative (Tableau 21) entre le pourcentage de mitochondries de longueur
< lum entre le témoin et la mére, ainsi qu’entre le témoin et le patient (Figure 29.B). On remarque
que la différence la p-value est inférieure chez la mere que le patient.

A la base de ces résultats, le variant impacterait probablement un mécanisme physiologique
autre que la dynamique mitochondriale dans lequel est impliqué ELMOD?2 tel que la ciliogenese

sachant que les données murines le suggeérent.

Tableau 21 : p-value du test Wilcoxon Mann Whitney réalisé sur les pourcentages des

longueurs mitochondriales entre témoin, mére et patient

Témoin vs Mére Témoin vs Patient Patient vs Mére
<lpm 0.009 * 0.023 * 0.625
<5um 0.157 0.284 0.807
<10um 0.965 0.266 0.297
<20um 0.635 0.873 0.851
>20um 0.287 0.307 0.727

* différence statistiquement significative p < 0.05
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4. Discussion

ELMOD?2 (Cell Engulfment and Motility Domain containing 2) a été identifié comme la
protéine activatrice (GAP) de la GTPase régulatrice ARL2, et est localisée dans les cils primaires
des photorécepteurs, dans les mitochondries, le réticulum endoplasmique, et les gouttelettes
lipidiques (East et al. 2012; Schiavon et al. 2019; Turn et al. 2021).

L’analyse WES des deux patients d’une méme famille atteints d’une surdité associée a un
trouble du spectre autistique a révelé le variant homozygote NM_153702.3:c.316A>G,
p.(Lys106Glu) d’ELMOD?2, caractérisant potentiellement 1’implication de ce gene dans la surdité.
Les deux paralogues d’ELMOD2, ELMOD1 et ELMOD?3 ont été liés a une surdité chez la souris et
I’humain. Les 3 protéines sont des GAP pour la protéine ARL2.

Les deux variants faux-sens d’ELMODS reportés respectivement chez une famille Chinoise et
une famille Iranienne, ¢.512A>G p.(His171Arg) et ¢.794T>C p.(Leu265Ser), affectent le domaine
ELMO et induisent une surdité non syndromique (Jaworek et al. 2013; Li et al. 2018). L’étude du
variant p.His171Arg a localisé la protéine mutée dans le cytoplasme et la membrane cellulaire mais
s'est également accumulée dans le noyau, indiquant une localisation anormale d'ELMOD3 alors que
I'ELMOD3 de type sauvage était localisé dans le cytoplasme et sur la membrane cellulaire. La
mutation interfére avec l'interaction de la protéine avec le cytosquelette d'actine, qui joue un réle
crucial dans le développement et le fonctionnement des cellules ciliées de l'oreille (Jaworek et al.
2013). Le variant Iranien ¢.794T>C a une fréquence de 3.98 e-6 alors que ¢.512A>G reste sans
fréquence, localisé dans le domaine ELMO il a entrainé une faible présence a une absence dans les
microvillosités et une distribution cytoplasmique diffuse, avec parfois une concentration nucléaire
(Li et al. 2018).

La séquence protéique d’ELMOD?2 a une longueur de 293aa, au sein de laquelle, le domaine
ELMO est compris entre les acides aminés 126 et 282 (Bowzard et al. 2007). Le variant que nous
reportons dans cette étude est ¢.316A>G, p.(Lys106Glu) n’est par consequent pas inclus dans le
domaine fonctionnel ELMO de la protéine, mais pourrait néanmoins avoir des conséquences
structurales sur la fonction de la protéine, car jusqu’a présent les mécanismes par lesquels operent

les variants des génes ELMOD1, 2 et 3 demeurent peu clairs (Turn et al. 2021).

ELMOD2 a été identifié comme gene de susceptibilité a la fibrose pulmonaire idiopathique
(FPI) suivant I'hypothése qu’une Iésion épithéliale induite par une infection virale agirait comme
déclencheur. ELMOD?2 est exprimé dans les macrophages alvéolaires et I'épithélium alvéolaire.

Ainsi I’expression des interférons pour la réponse antivirale est dépendante d’ELMOD2 (Hodgson
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et al. 2006; Pulkkinen et al. 2010; Lawson et al. 2011). Une délétion de novo située en 4928.3-31.23
de 14,56 Mb, contenant 8 genes dont ELMOD?2 a été retrouvé chez un patient avec de multiples
malformations associées a une hypertension pulmonaire. Parmi les fonctions des génes, un réle dans
la morphogenese pulmonaire et la tubulogenése peut étre attribuées aux genes délectés expliquant la
caractéristique unique de malformation vasculaire du poumon (Duga et al. 2014).

Les variants d’ELMOD1 et ELMOD3 ont été identifiés dans des déficiences intellectuelles
(Miryounesi et al. 2019; Loi et al. 2020), ce qui tendrait a suggérer qu’ELMOD2 pourrait étre
associé aux troubles du spectre autistique identifiés chez les 2 patients de notre famille.

L’expression ubiquitaire des ELMODs et leur spécificité in vitro pour les GTPases de la
famille ARF suggere que les ELMODs interagissent avec de multiples GTPases afin d’augmenter
leur susceptibilité a endosser des rdles cleés dans de multiples voies de régulations cellulaires (Turn
et al. 2020).

L’étude du réseau mitochondrial des fibroblastes de peau chez le patient sourd et sa meére
normo-entendante avec la présence d’un témoin nous a permis de visualiser une augmentation
statistiquement significative des mitochondries fissionnées dont la longueur est < 1 um entre patient
et témoin ainsi que meére et témoin pouvant indiquer une altération de la fusion du réseau
mitochondrial. Cependant aucune différence significative n’a €té relevée pour les autres longueurs
mitochondriales. Le variant ELMOD2:p.(Lys106Glu) ne provoquerait probablement pas une perte
considérable de la fonction protéique sur la dynamique mitochondriale. Le variant pourrait peut-étre

inhiber la protéine dans ses fonctions de ciliogenese.

5. Conclusion

ELMOD2, est un géne codant pour une protéine GAP impliquée dans la dynamique
mitochondriale et la ciliogenése, et retrouvé pour la premiére fois chez des patients atteint avec
perte auditive et troubles du spectre autistique. En effet, le variant ¢.316A>G; p.(Lys106Glu) du
géne ELMOD2 a été retrouvé chez une sceur et son frére de parents consanguins avec une
transmission autosomique récessive.

L’analyse du réseau mitochondrial du patient homozygote et de sa mere saine hétérozygote a
révelé une augmentation statistiquement significative des mitochondries fissionnées chez les
fibroblastes du patient et de sa mere par rapport au témoin pouvant indiquer une altération de la
fusion du réseau mitochondrial. Cependant ces résultats ne permettent pas de statuer sur la
pathogénicité de ce variant en termes d’action sur la fusion mitochondriale. Néanmoins, 1’idée que
ce variant puisse avoir un impact pathologique sur la ciliogenese dans la cochlée reste entiere, et

demande a étre vérifiée in vivo.
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De ce fait, dans I’état actuel de nos données, nous ne pouvons affirmer si la mutation
identifiée dans ELMOD?2 est responsable ou non du phénotype clinique que nous avons identifié. Il
serait donc nécessaire d’identifier d’une part d’autres patients présentant des variants pathogenes
dans ELMOD?2 avec un phénotype clinique similaire aux noétres, et d’étudier les conséquences
structurales de ces variants sur la ciliogenese, soit sur des cellules neuronales dérivées de cellules
souches pluripotentes induites (IPSc) provenant des fibroblastes de patients, soit sur un modele

murin reproduisant I’'une des mutations d’ELMOD?2 identifiées.
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CONCLUSION GENERALE
ET PERSPECTIVES
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Ce projet de these a consisté en la recherche génomique et moléculaire de génes et variants
chez les patients et leurs familles atteints de perte auditive. La surdité est reconnue comme la
pathologie neurosensorielle la plus répondue a travers le monde et est génétiquement hétérogene,
expliquant un large spectre phénotypique. Nos résultats ont abouti a I’identification de nouveaux

génotypes au sein d’une cohorte de patients sourds dans la population marocaine.

L’analyse de la littérature montre que les cas de surdité au sein de la population marocaine
présentent une grande hétérogénéité entre individus et ethnies. Un total de 17 géenes explique la liste
des surdités non syndromiques : MTRNR1 (codant I’ARNr 12S mitochondrial), AIFM1, CLDN14,
CLDN9, ESPN, GJB2, MET, MPZL2, MYO15A, LRTOMT, PJVK, PNPT1, PTPRQ, SLC22A4,
TBC1D24, TMC1, TPRN. Les surdités syndromiques quant a elles présentent aussi une diversité
tres importante avec un ensemble de 24 geénes distribués en multiples syndromes : ATP6V1B1,
BAGALT7, BSND, COL4A3, EDNRB, FAM20C, GJB2, GPR98, HOXB1, KCNQ1, LARS2, MASP1,
MYOT7A, PEX1, PJVK, RSPO1, SLC29A3, SLITRK6, mais aussi la délétion t (X;Y). Notablement,
deux genes impliqués dans la physiologie mitochondriale LARS2 et MT-RNR1 ont été identifié
respectivement dans des familles marocaines avec un syndrome de Perrault et une surdité isolée

associé ou non a un traitement a la streptomycine.

Notre analyse initiale et systématique des genes GJB2 et LRTOMT ces 4 derniéres années a
permis d’identifier de nouveaux variants GJB2 allongeant la liste de substitutions et délétions
retrouvées au Maroc. Les fréquences d’individus sourds porteurs de variants dans GJB2 et
LRTOMT demeurent similaire aux fréquences précédemment calculées et les deux principales
causes de surdité non syndromique au Maroc, avec parmi 220 familles 36,8% présentant un variant
de GJB2 et 8,63% présentant un variant de LRTOMT.

Nos résultats, basés sur la technique de Whole Exome Sequencing, ont permis 1’identification
des causes moléculaire dans un cadre de recherche de nombreuses autres familles, dont 4 ont été
incluses dans ce rapport.

Nous avons décrit les cas de patients apparentés atteints de surdité non syndromique portant le
variant c.72delA de MPZL2. Ce cas represente la premiere caractérisation de MPZL2 en Afrique et
la sixiéeme au Monde, et suggére apres une analyse haplotypique que le variant c.72delA MPZL2 est

issu d’un effet fondateur.

Nous avons aussi caractérisé deux familles atteintes de surdité syndromique, I’une avec le

syndrome d’Alport, qui n’avait jusqu’a présent été rapporté qu’a deux reprises au sein de la
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population marocaine. La substitution ¢.4153G>C sur le gene COL4A3 en est la cause, avec une
atteinte auditive et rénal chez les deux freres examinés, signant ensemble les critéres cliniques
caractéristiques du syndrome d’Alport. La seconde famille présentait le syndrome 3MC avec le
variant pathogene ¢.1426G>A de MASPL, I’un des trois génes liés a ce syndrome particulierement
rare. Une étude in silico reposant sur une modélisation moléculaire des deux protéines mutées est

venu renforcer leur statut de pathogénicité.

Nous avons identifié un variant de transmission autosomique récessive ¢.4153G>C ;
p.(Gly1385Arg) sur le gene ELMOD2, chez deux enfants d’une méme fratrie de sourds associés a
des troubles du spectre autistique. Bien qu’un faisceau d’argument suggérent que ce variant soit
responsable du tableau clinique observé chez les deux patients, nous ne pouvons affirmer que les
variants d’ELMOD?2 soient la cause de cette surdité, car ce géne n’a jusqu’a présent jamais €té li¢ a
la physiologie ou physiopathologie de I’audition. L’étude de I’effet du variant sur la structure du
réseau mitochondrial chez ’un des 2 patients homozygote et sa mére hétérozygote a révélé une
augmentation statistiquement significative du pourcentage de mitochondries fragmentées, chez les
fibroblastes du patient et de sa meére, nous ne pouvons pour l’instant conclure, car nos
quantifications montraient un effet indépendant du statu homo- ou hétérozygote, ce qui n’est pas
attendu s’il existe un effet-dose lié a ce variant comme suggéré par les observations cliniques.
D’autres analyses de ce variant d’ELMOD2 seront donc nécessaires pour affirmer ou infirmer sa

pathogénicité, et son implication dans le syndrome décrit ici.
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Sur la base des résultats exposés dans ce rapport et en tenant compte de 1’état de ’art des
études génetiques de la surdité au Maroc et en Afrique du Nord, de multiples questions restent sans
réponse. Nous proposons ci-aprés des axes de recherches futures qui mettront davantage en lumiére

la complexité génétique de la surdité au Maroc.

Nous envisageons de :

= Promouvoir les recherches de notre laboratoire aux professionnels de la santé, aux familles
de malades et au grand public afin de faire bénéficier au plus grand nombre de personnes
I’acces précoce au diagnostic génétique.

= Elargir notre cohorte de patients afin de bien déterminer le spectre génétique et mutationnel
des surdités héréditaires au sein de la population marocaine.

s Mettre en place les ressources financieres et humaines pour le bon recrutement des familles
et leur diagnostic clinique et génétique.

= Elaborer un panel de séquencage NGS spécifique a la population marocaine pour favoriser
un acces rapide au diagnostic moléculaire.

s Mettre en ccuvre une analyse NGS pour le diagnostic moléculaire au sein de du laboratoire
de Génétique de I’Institut Pasteur du Maroc.

= Constituer des cohortes cliniquement bien caractérisées pour renforcer les corrélations
génotypes-phénotypes, et identifier les patients éligibles aux traitements par les thérapies
géniques émergentes.

o Etablir un projet de recherche pour 1’étude fonctionnelle de la protéine ELMOD?2 dans la

ciliogenése au sein de 1’oreille interne.

Ensemble, ces recherches devraient ouvrir la voie vers un démembrement de plus en plus
exhaustif des patients atteints de surdité au Maroc, et permettre la constitution de cohortes de
patients parfaitement bien caractérisés sur le plan clinique et génétique, qui soient éligibles aux

traitements en émergence.
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Annexe 1

Questionnaire en vue du diagnostic de surdité

Code de la famille :

Identité du sujet

A\ [0 1 o U,

Prénom :.
Date de naissance :
Sexe: 1M [ F
Code:..

Hopital :.. S B | <) .
Service :.
Nom du medecm Adresse :iieireerms s n s s e e

Nom d’association :

CARACTERISTIQUE DE LA SURDITE :

Perception [

Transmission []

e Age estimé de début : Congénitale[] naissance a 10 ansd 11330ans

31 a[5p ans apres[sD ans incdriains

e Age du diagnostic de la perte auditive: ...........

o Bilatérale [1

Asymétrique ] Unilatérale [ Evolutive [] Stable [

e Degré: Légeére ] Moyenne [] Sévere [] Profonde []
e Audiogramme OD:vevviiieaeen, OG: . i,
o Réhabilitation actuelle : Aucune [

Aide auditive conventionnelle unilatérale [

Aide auditive conventionnelle bilatérale [

Implant cochléaire unilatéral [

Implant cochléaire bilatéral [

Implant cochléaire + Aide auditive controlatérale []

e Age du port de la premiére aide auditive: ............... Age de 'implantation :..................
¢ Mode de communication : Oral []Langage des signes [ Les deux []

e Education: Scolarité habituelle [] Intégration partielle [] Ecole spécialisée [

NIVEAU A’ BIUAES i .o

o Facteurs environnementaux: Bruit [] Méningite[[] Médicaments[] Périnataux]

Autres [CILesquels @i, [1Aucun

DONNEES FAMILIALES :

e Consanguinité :

oui [ non [ Degré:. ..o,

e Origine ethno-géographique des parents :
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Questionnaire/explorations cliniques pour évaluer la présence d’'un syndrome d’Usher

Caractéristique de la baisse de vision :

Age de début

e Déficience de vision nocturne ouil] nonl s
e Déficience de vision périphérique ouil nonl s
e Présence d’une rétinite pigmentaire au fond d’ceil ouil nonl s
e Perte de 'acuité visuelle ouil nonll s

Atteinte vestibulaire :

e Troubles de I'équilibre : ouil™ non ] Age de la marche: ............ mois

e Vidéo-Nystagmogramme (VNG)
e Equitest:

Comportement de I'enfant a la tombée de la nuit, indiquer I'dge d'apparition des symptomes :

— Baisse de l'acuité visuelle
— Maladresse
— Vision périphérique

Difficulté d'adaptation au passage lumiére/obscurité (est-ce I'enfant cligne ou se frotte des yeux ?)

Comportement de I'enfant a la lumiére, indiquer I'dge d'apparition des symptéomes

— Maladresse

—  Photophobie

—  Probléeme de lecture
—  Vision périphérique

Présence d'cedéeme maculaire

Age de la position assise sans soutien
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Autres symptomes cliniques :

Age de début
Diabeéte : oui NON ettt
Probléme rénal : oui NON e e s
Déficit pigmentaire : oui (30 o TSRS
Probleme cardiaque : oui (370 3 TSRS
Retard mental : oui NON e e
Malformation : oui NON e et s
Probleme thyroidienne (Goitre) : oui NON et e e e e
Maladie dermatologique : oui NON e e e e e
AU S ettt ettt ettt et et e et s he et et eae et sae b e e eaeeea e SRt esee e St Eea e sheeesbe e et eenneeereenean
BT Lo TSIV e [ o] o L= RO

Autres remarques
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Arbre généalogique
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Annexe 2

Consentement pour I'examen des caractéristiques génétiques d’'une personne et
la conservation des échantillons dans une banque d’ADN

IDENTIFICATION du PATIENT IDENTITE du REPRESENTANT LEGAL (Si patient mineur ou
NOM & oo majeur sous tutelle)
Prénom : .....coooviiiiiiiiiiene.. Nom : .o Prénom : ...l

Date de naissanCe & .........covveveeveneennnnn. . .
Lien avec le patient : .........c.cooeviiiiiiiiinennns.

Je soussigné(e) reconnais avoir été informé(e) parle : [ Dr.iciciieiiiee e
[]sous la responsabilité du Dr. BARAKAT Abdelhamid

quant a 'examen des caractéristiques génétiques qui sera réalisé a partir :

] Du (des) prélévement(s) pratiqué(s) sur moi-méme

] Du (des) prélévement(s) pratiqué(s) sur mon enfant mineur ou sur la personne majeure placée sous tutelle
Pour (préciser obligatoirement le nom de la pathologie ou l'indication de 'examen réalisé, et sa nature) :

.............................................................................. Code: .o,

Je reconnais avoir recu I'ensemble des informations permettant la compréhension de cet examen et sa finalité.
Le résultat de 'examen me sera rendu et expliqué en I'état actuel des connaissances par le médecin qui me I'a prescrit. Ce dernier
m’expliquera les moyens de prise en charge nécessaire le cas échéant.

Je souhaite étre informé du résultat de 'examen réalisé ouiC] non[J

J'ai compris que si une anomalie génétique pouvant étre responsable d’une prédisposition ou d’une affection grave était mise en
évidence, je devrai permettre la transmission de cette information au reste de ma/sa famille. J'ai été averti que mon silence pouvait
leur faire courir des risques ainsi qu'a leur descendance, dés lors que des mesures de prévention, y compris de conseil génétique ou
de soins, peuvent étre proposées. Ainsi, lors du rendu des résultats, je devrai choisir entre :

- Assurer moi-méme cette diffusion d'information génétique aux membres de ma/sa famille.

- Autoriser le médecin prescripteur a cette diffusion d’information génétique aux membres de ma/sa famille.

J'autorise, dans le respect du secret médical :

La transmission des informations de mon/son dossier médical nécessaires aux médecins concernés par cet examen des | oui []
caractéristiques génétiques. non[_]

La conservation d'un échantillon de matériel biologique issu de mes/ses prélévements et son utilisation ultérieure pour | oui []
poursuivre les investigations dans le cadre de cette méme démarche diagnostique, en fonction de I'évolution des connaissances. non[_]

L'utilisation des résultats par le médecin prescripteur au profit des membres de ma/sa famille si ces résultats apparaissent | oui [ ]
médicalement utiles pour eux non[]

Des informations génétiques sans lien direct avec la pathologie mais pouvant avoir un impact sur la santé ou celle | oui []
d’'apparentés peuvent étre révélées. Je souhaite que mon/son médecin me tienne informé(e) non[_]

Dans le cadre de la démarche diagnostique, une partie de mon/son prélévement peut ne pas étre utilisée. Elle peut étre | oui [_]
importante pour la recherche scientifique. Ainsi, sans que I'on puisse me recontacter : J'autorise le stockage de mon/son | non[ ]
prélévement et son utilisation pour la recherche

Conformément aux dispositions de la loi N° 78/17 relative au droit de I'information, je dispose d’un droit d’opposition, d’accés
et de rectification.
Tout consentement non signé empéche la réalisation de I'examen.

Fait a: INSTITUT PASTEUR DU MAROC Le:

Nom, prénom et signature du patient ou de son représentant Iégal : Signature et cachet du responsable du

........................................................ laboratoire en génétique :
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Annexe 3

Préparation des solutions et tampons

e Tris- base 1M :
Dissoudre 121,1g de Tris-base dans 800 ml d'H20 distillée. Ajuster le pH a 8 avec HCL 12N.

Compléter a 1litre, répartir en aliquotes et autoclaver.

e Hydroxyde de sodium (NaOH) 10N :

Ajouter 600ml d'eau distillée a 400g de NaOH, bien agiter et ajuster le volume final a 1litre.

e Disodium-ethyle-diamine-tétraacetate (EDTA) 0,5M pH 8 :
Dissoudre 93,05g d’EDTA dans 400 ml d'eau distillée. Bien agiter en ajustant le pH a 8 avec du

NaOH 10N. Répartir en aliquotes et mettre a 1’autoclave.

e Tris-EDTA (TE) 20/5 :
Me¢élanger 20 ml de Tris 1M a pH 7,6 avec 10 ml d’EDTA 0,5M a pH 8. Compléter a 1 litre avec de

I'eau distillée.

e Tris-EDTA (TE) 10/5:
Meélanger 10 ml de Tris 1M a pH 7,6 avec 10 ml d’EDTA 0,5M a pH 8. Compléter a 1 litre avec de

I'eau distillée.

e Tris-EDTA (TE) 10/1 :
Meélanger 10 ml de Tris IM a pH 7,6 avec 2ml d’EDTA 0,5 M a pH 8. Compléter a 1 litre avec de

I'eau distillée.

e Sodium-dodecyl-sulfate 20% (SDS) :
Dissoudre 200 g de SDS dans 800 ml d’eau distillée et chauffer a 68°C. Ajuster le pH a 7,2.
Compléter le volume a 1litre. Stocker a température ambiante.

e Chloroforme alcool isoamylique 24/1 :

Ajouter 10ml d'alcool isoamylique a 240 ml de chloroforme.
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e Tris Acide acétique EDTA (TAE) 50X :
Dissoudre 242 g de Tris dans 500 ml d’eau distillée. Ajouter 100ml de Na2EDTA 0,5M (pH=S8) et

57,1 ml d’acide acétique. Ajuster le volume a 1 litre avec de 1’eau distillée.

e Tampon de charge : BBP (Bleu de Bromophenol) :
Dissoudre 12,5 mg de BBP et 12,5mg de Xyléme Cyanol dans 5 ml d’eau distillée. Ajouter 1,5ml

de glyceérol a 30%. Compléter a 10 ml avec de I'eau distillée tout en agitant.

e Bromure d'Ethidium (BET) 10 mg/ml :
Dissoudre 1g de BET dans 100 ml d'eau distillée. Bien agiter. Couvrir le flacon avec du papier

aluminium et stocker a température ambiante.

e Gel d'Agarose 1% pour le contréle de la qualité de I'ADN :
Dissoudre 0,25 g d'agarose dans 25 ml de tampon TAE 1X. Ajouter 2 pl de BET. Couler le gel dans
la cuve d'¢lectrophorese et laisser refroidir quelques minutes. Déposer dans chaque puits 1 pl
d'ADN mélangé a 2 pl de tampon de charge. Laisser migrer le gel pendant 10 min a 50V. Visualiser
le gel sous UV.

e Gel d'agarose 2% pour le controle des produits PCR :
Dissoudre 0,5 g d'agarose dans 25 ml de tampon TAE 1X. Ajouter 2 pl de BET. Couler le gel dans
la cuve d'électrophorese et laisser refroidir quelques minutes. Déposer dans chaque puits 3 pl des
produits PCR mélangés a 2 pl de tampon de charge. Laisser migrer le gel pendant 15 min a 100 V.

Visualiser le gel sous UV.
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Liste des genes de surdité utilisée dans I'analyse WES

Annexe 4

ACTG1 COL4A5 GJB2 MARVELD2 PDzD7 SPNS2
ADCY1 COL4A6 GJB3 MASP1 PEX1 STRC
ADGRV1 COL9A1 GJB6 MCM2 PEX6 SYNE4
AIFM1 COL9A2 GPR98 MET PJVK TBC1D24
ALMS1 CRYM GPSM2 MIR96 PLS1 TBX1
ATP2B2 DCDC2 GRAP MIRN96 PNPT1 TCOF1
ATP6V1B1 DENAS GRHL2 MITF POLR1C TECTA
BDP1 DIABLO GRHL2 MPZL2 POLR1D TECTB
BSND DIAPH1 GRXCR1 MSRB3 POU3F4 TIMMBA
C10orf2 DIAPH3 GRXCR2 MT-RNR1 POU4F3 TIP2
CABP2 DMXL2 GSDME MT-TL1 PPIP5K2 TMC1
CACNA1D DSPP HARS MT-TS1 PRPS1 TMEM132E
CCDC50 EDN3 HARS2 MYH14 PTPRQ TMIE
CD164 EDNRB HGF MYH9 RDX TMPRSS3
CDC14A ELMOD3 HOMER2 MYO15A REST TNC
CDH23 EPS8 HSD17B4 MYO3A ROR1 TPRN
CEACAM16 EPS8L2 IFNLR1 MYO6 S1PR2 TRIOBP
CHD7 ERAL1 ILDR1 MYOT7A SANS TRRAP
CIB2 ESPN KARS NARS2 SEMASE TSPEAR
CISD2 ESRP1 KCNE1 NDP SERPINB6 TWNK
CLDN14 ESRRB KCNJ10 NLRP3 SIX1 USH1C
CLDNS9 EYAL KCNQ1 OPAl SIX5 USH1G
CLIC5 EYA4 KCNQ4 OSBPL2 SLC17A8 USH2A
CLPP FAM65B KITLG OTOA SLC22A4 VLGR1
CLRN1 FGF3 KNCQ1 OTOF SLC26A4 WBP2
COCH FGFR1 LARS2 OTOG SLC265 WFS1
COL11A1 FGFR2 LHFPLS OTOGL SLITRKG6 WHRN
COL11A2 FOXI1 LMX1A P2RX2 SMAC

COL2A1 GAB1 LOXHD1 PAX3 SMPX

COLA4A3 GATA3 LOXL3 PCDH15 SNAI2

COL4A4 GIPC3 LRTOMT PDE1C SOX10
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Annexe 5
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords:
MPILZ

N symdioesds hearing loss
Mooosn

Adhesion glycoproteins are implicated in the pathophysiology of hearing loss, the most freqoent inherited
sensary disorder, affecting 1 i 1000 new-boms. Exome ssquencing of a consamguineous Moroocan patient with
mild hearing loss identified for the first time in a Morth Aftican family a single bomozygous mutation .7 2delA in
MFZ12 gene, encoding the Myelin Protein Zero-Like 2, reported a5 causing deafoess in two other populations.

Wariable tandem repeat gemotyping of this family revealsd that the . F2delA MPZL2 allele shared a common
haplotype with Turkish and Dhtch families, Thess remlts confirm the pathogenicity of this MPZ2 matation in
recessive mild to moderate noo-nmdromic deafness.

1. Intreducton

Hearing lose (HL] iz the most frequent sencory dizorder affecting 1 in
1000 new-bornz in the world population. HL iz categorized in several
waya: conductive HL typically impliss a dafect of the outer ar middle ear
while pencorineural HL refar: to a dafect of the inner sar [1]. In 7089 of
neonates who fail .n.:wl:-urnhu.r.mg gereens (NBHS) and ars p.r\em.nncﬂ o
hawe inherited HL, there are no other distinguiching physical fndings
a.mjdeLL:dmiﬁ.edunnnmsln:mic[ﬂ].lnmnt capen, a genetic
origin related to one of the 121 genes ascociated to non-mymdromic HL
(MN5HL) iz responsible for the symptom. Teday, more than 70 genes and
85 locuz have been identified for the recessive MESHL (https:/heradit
aryhearinglos: arg/accessed on December 28, 2019)'. In Moroceo,
GJBZ gene iz the primary cause of hearing impairment, with mutationa

identified in 43% of the studied NEHL cazec [3].

In two recent nl:ud.ie.:._ mutations in MPZLS (OMIM: 5045"?3]: wars
newly found az the camwe of autocomal recessive deafness-111
(DFNB111) [4,5). MPELZ encodes the Myelin Protein Zeso-like I, a
tramemembrane  glycoprotein  member of the immunoglobulin
ouper-family, implicated in homophilic and heterophilic cell-cell adhe-
gion mediation [5]. A zi.ng]e- |mmn*:yg\m.|! daletion . 72dals [p.ﬂcﬂ-i—
Metfz*22) was found in 12 patientz with a non-syndromic symmerrical
mild to moderate hearing impairment, from five consanguinecus fam-
ilieg: Dutch [5], Turkmen ethnicity from north-eagtem Iran [4] and
Turkish [4,5] origins.

We pregent in thiz study the result of a whole exome sequencing of 2
patient from a conzanguineous Moroccan family affected with NSHL
amsociated to a MPELS deletion for the firat time in Mocth Africa; and the

* Comespanding msthor. Laboratoire de Genomique et Genetique Humaine, Departement de Recherche Scientifique, Institue Pastenr du Maroc, 1 Place Louis

Pasteer, 20060, Casablanca, Morocon.
E-muml address: hamid barakatifipasteur ma (A. Barakat]).
1 HHL, hitps/ /hereditaryhearinglos_org
2 OMIM, hitpc/ /www.oemimuorg

htps/fdod. org 1 0. 1016/ djpor]. 2020.1 10481
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Table 1
Identity of the six possibly pathogenic homozygous candidate variants disclosed by the WES in the proband DNA.
[ cDNA Vaiatica Amine Ackd Variation LSNP Vasriant ID MAF GoomaD
LRPI1B €.7289G > A Arg2430GIn 5111444554 0.00003897
TECIDOE c901C>T Arg301Trp 15748486833 0.000007955
TAFIL €1043C > G Ser648Cys 14202136681 0.0001202
MPZL2 e.72delA Ne24Metss* 22 15752672077 0.0007683
FOXRED] c11394 > G His380Asg 57116126 0.003264
INFTT cA3G > T Cysl44Phe £STEIWEO0 0.002582
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Fig. 1. Results of the pure tone audiogram of the affected son (A) and daughter (B).

.

Audiometric tests of the affected son and daughter revealed a
0.5, 1, 2, 4, and 8 kHz.(Right ear — red circle; Left ear — blue cross)

poasibility of a3 common anceator with the other MPZL2 families.

2, Patients and methods

hearing loss of 75 and 70 dB at 4 kHz, respectively. The thresholds were determined at 0.25,

1 L

The desig;
3 (hep://primer3.utes/). PCR amplification of the MPZLZ exon
sequence using the forward 5° -TOTCAGCACGAAGTTCTCACAATAC- &
and reverse SQMAOOAOAMTOOACTOGC- 3 primerzs, and Sanger
£ i on an ABI 3130 Genetic :nalyux (Applied

o

2.1. Patienz 1g were p
Bwaym)mththebugbyeT tor Cycle Seqg g V1.1 (Life
This study was approved by the Ethicz G for the biomedical Technologiez) to confirm the DNA sequence and validate the segregation

rezearch of Rabat, and iz in accordance with the principles of the World
Medical Azsociation Declaration of Helsinki.

Tbet’amdymm&m:\gadumthemth-wut of Morocco and
is Family bers were infi ] about the objective
ofdu&tudyandpmdedmfotmgdmmLchmalennmmdu-
cloced prelingual mild to severe bilateral sensorineural hearing loge in
two of the three children (Fig. 1). The audi ic test perf i at
0.25, 0.5, 1, 2, 4, and 8 kHz on the affected son and daughter revealed a
maximum hearing loss of 75 and 70 dB at 4 kHz, respectively. Brain MRI
on the affected son did not reveal any abnormality.

2.2, Whole exome sequencing

Whole exome zequencing (WES) of the patient [11:3 waz performed at

of the selectad variane

2.3. Genonping

N 1, 1

Genotyping of variable of peat (VNTR)
waz performed by DNA amplification with standard PCR and analyzis on
an ABI Prizm 51350 Genetic Analyzer (Applied Biosystemsz) on DNA from
all available members of the family. In order to establizh if the haplotype
linked to the varian: found by Weadorp et al. (2018) iz the same in our
family, we used the same molecular marl Jescribed. Pri for
amplification of VNTR loci were picked from Geneloc' and Genome
Browser . Macker order was confirmed in the h bly
GRCh37/hg19. %mm@udmxh?ukacmmmvlo

IntegraGen (Evry, France) on a HiSeq 2000 sequencer (Ilumina, San 3. Results

Diego, CA, USA) using the SureSelect Agilent H V5 cap

kit (Agilent technol , Missiszauga, ON, Cmuh)udeocnbedehe— From the WES data generated on the proband caze, we focuzed on
whgn[G]Rea‘hmahpedumdm' non-synony , framechift, indel and oplice sites wariants, and
(hgl9). Candid i weudeﬁned a idered an 1 mode of inheritance, thus retaining
muphcem:ml&menh:ftmunmmtbamaﬂekﬁe h vgous and compound h ygous variant. Selected wvariants

quency lower than 0.01, uzsing the 1000 Genomez Project and gnomAD”

/gnomad broadinstitute.org

? gnomAD, hitps/,

»

* Geneloc hitps//genecards. weizmann ac.il/gensloc/index.shtml
% CSC Genome Browser, hitps://genome. o adu
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I:1 1:2
c.72deldf+
Markers
D11541985 11
MPIQ_,DHSHM il
RHT0809 1M1
01151364 1(2
D1154104 1 O I
n:1 =2
c.72delaf+
Markers
D1154195 11
D1151341 2
MPZLZ —»
RH7T0809 1
01151364 2
D1154104 1
1:1 1:2 11:3
c.72delafe.72deld o 72delafe.Tideln o 72deld) +
Markers
D1154195 11 11 11
MPZL2 _‘_D11S1341 11 111 1
RH70809 11 111 1
D1151364 |11 111 2
D1154104 [N 111 1

Fig. 2. Pedigree of Maroccan family with VNTH genotypes and the segregation of the MPZLZ variant.
Segregation and genotyping analysis of the studied famillies with the ¢ 72delA variant. Haplotypes around the MPZLD gene were determinesd by genntyping VMNTR
markers. All c.72delA MPZE2 alleles {depicted in red) shared the discriminants markers betwesn D115134]1 and D1IS4104 (boxed).

were filtered uzing Polyphen-2 and SIFT bisinformatics tools to retain
thooe predicted az damaging. Six homozygous candidate variants were
pelectad by the filtering process (Tabl= 11

The literaure and databaces chowed that the MPZILT gene ic the only
one related to deafness, which led to the selection of a zsingle wariant
relevant to NSHL: the MPZLI NM_005797_3: .72delA (p.1leZ4Meda*22)
deletion, with a global minor allelic frequency of 0.0007633. Uzing
direct oequencing, we confirmed itc homozygour smnwe in the two
affected ciblings 111 and M2, and the heterozygous statun in the
mother 11.1, the maternal grandmother 1.1 and in the unaffected brother
.

VNTR marker analyziz was performed to characterize the haplotypes
in the MPZL? chromosomic region (Fig. 20 Both . 72del MPZLS allales
in the two affected individuals chared a common haplotype delimited by
markers D1151341 and D1154104.

4. Duizcusoion

In the pregent shudy, we performed WES on a2 Maoroccan proband
with autoeomal recessive non-syndromic hearing loas, wh did not chow

mutation in the most common genes involved in the Moroccan deaf
population, like (B2 [3] and LRTOMT [7]. We identified, for the firat
time in a Morth African family, a single homozygous delstion . 72d=lA
(p.le24Metfz*22) in the MPILD gene.

MPZLZ encodes a trancmembrane glycoprotein involved in early
embryogeneniz with the highest expresion in the foetal cochlea, mainly
in the inmer sar fiszoss [4,5]. It mediates bath |1.mm:|p]:|i|.|.c and hasero-
philic cell-cell adhesion [7]. Immunoataining of mouse Organ of Cord
dizclozed a strong expresgion in the contact zone between the Deiter calls
ani the bazilar membrane, and a mild expregeion in both the inner and
outer hair cells and in the bazal layer of the stria wascularic The
Mpzl2-mutant mouse demonsrated an altered organization of suter hair
cells and supporting cells, and degeneration of the crgan of Corti, in
addition to a2 mild degeneration of epiral ganglion neurons that was moat
pronounced at the cochlear bage [5]. Thece data converge with an early
onget M5HL in humana with MPELY mutations, although questioning if
the hearing impairment iz congenitl or haz an early childhood onget
[51.

The homozygous c.72delA variant in MPZL? creates a framecdhife,
dizrupting the reading frame leading to a premature stop codon, and a
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runcated protein. This MPZLT variant was found in 1 2 homeozygous and
one compound heterocygous NSHL patientz with mild to moderate
hearing impairment [4,5] from Dutch [5], Iran [4] and Turkish [4,5]
origine. We add to these previous families, 2 Moroccan family thua
wiidening the gealocation of thiz mutation into Nerth African countries.

Haplotype analyein of three familiss by Weadorp et al chowed thar
all c.72del MPZL? alleles shared a common region of at least 0.5 Mb
delimited by markers D1151341 and D1154104 [5]. Although the
D1154195 marker is incladed in the region analyzed, two zizes of this
marker were reported in previous pathologic haplobrpe, thus suggesting
that thiz marker is not informative.

5. Conelugion

In the present smudy, using WES, we identified the firet MPZLT muo-
mtion c.72delA (p.la24Metfz*22) in 2 conzanguineousz Moroccan family
with mild sensorinewral hearing loaz. Thiz deletion hag besn reported to
cauge deafness in different populations, and iz likely to be of ancient
origin. The identification of supplementary dizease-cauzing mutations in
thiz gene should further confirm the eszential role of the MPZLZ protein
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Kewords
COL4A3

MASFT

Syndromie Hiasing Loss
Mo

Syndromic hearing loss (SHL) represent a frequent arigin of deafoess worldwide. Alming at improving the
mualecular diagnosis of SHL in Morocen, we analyzed two consinguineous families with Alport syndrome (AS)
and Carmevale, Mingarelli, Malpoech, and Michels syndrome (38C). Using whole exome ssquencing, we iden
tified two novel homozygous variants, the p{Gly1 385Arg) in COL4AS in two siblings of the first family, and the
pAGIyA76Arg) in MASP] in the simplex case of the second family, respectively. Molsoalar modelling and stability

analyses of the motated proteins disclossd changes in the structure and destabilzation of the: wild-type structumes.
Our data, in the line with previous genetic analyses, ithstrate the molsoular variability of thess two forms of SHL,
and contribute to expand the molecular diagnosis of deafoess in Morocoo,

1. Intreducton

Dieafness iz frequentdy a cymptom of severe dinical syndromic dis-
eage pregentations {oyndromic hearing logz, SHL), which accounts for 30
4 of the genestic canoen of all deafress (Castiglione =t al_, 2013). Some
developmental SHL are highly complex, with variable expressivity,
regulting in important differences in the dinical descriptions of patienta
(Castiglione et al, 2013). In this stdy, we are repocting caces with a
dlinical presentation compatible with the Alport and the Mingarelli,
Malpeuch, Michelz, and Camevale (3MC) syndromea.

Alport Syndrome (AS), with a worldwide prevalence of one in 10,000
indiwidheale (Savige and Colwille, 2009), iz a rare hereditary disorder,
gtarting with a progremive glomemulonephropathy affecting the
glomerular basement membrane (GBM), causing renal failure and
requlting in end-stage kidney diseaze. Progrescive sensorineural hearing
lomm and ooular anomalies leading to vision lom may aleo coccur later
during childhood or eardy adolescence (Alport, 1927; Mochizuki et al
1994). Variants in three genes, COL4AS, COL4A4, and COL4AS couze
AS, with dominant (COL4AS), receszive (COL4AS and COL4A4), and X-

linked [ COL4AS) modes of trancmizsion {Savige =t al , Z2019). Variants in
one of these gene: can cauce the presence of lamellated GBM or
abnormal depmiﬁnnnfuﬂ-ﬂcﬁ IV and as (V) :ulh.g:n chaing in the
GBM and zkin, respectively (Chew and Lennon, 2018), or a defective
aidhesion of the organ of Corti to the basilar membrane rezponaible for
the hearing deficit, ag the type IV collagen @3, @4, and @5 chaing are
pregent in the basement membrane of the crgan of Corti (Merchant et al |
20:0).

3MC oyndromes merge four dizorders that were initially conzidered
geparately: the Mingarelli Malpeuch, Michels, and Carnevale syn-
dromes. Today, because of their clinical zimilarities, these four aym-
dromes have been asmociated in the same spectrom called *3MC
gyndromes’, including common but not systematic feamares, ao hearing
lozz, eyelid triad (blepharoptogiz, blepharophimocia, icarthus imver
nu), hyperteloriom, arched eyebrows and umbilical depression (Tito-
manlio et al, 2005). MASPI, COLECIO and COLACIT are the three
known genes ascociated with 3MC omdromes. All three are involved in
the lectin complement pathway, to guide cells migration in orgamz,
which iz critical during embryogenesiz (Oardner =t al| 2017k Indeed,

* Cormespanding author at: Genomics and Human Genetics Laboratory, Departement de Becherche Sdentifique, lnstitut Pastear du Maroe, 1 Place Lonis Pasteur,
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dysfunctions of one of the four encoded proteinz (MASP-1 &-3, CL-L1, (WES) analyzis to identify the causative variants.
CL-K1) in the first phaces of brain development, result in the 3MC zyn-
dromez, with craniofacial dy phizm and multiple anomaliez (Roor-
wvck ez al  2011).
In thiz study, we recruited two M an ¢ 1gui families
with AS and 3MC syndromes and und k whole

9 >

A SF 237 B SF 266

Yz LTO
o o oD OOt
0 O[O 000 O [FY O

I:1 I:2 11 I11:2
c.4153G>C/+ | ¢.4153G>C/+ C.1426G>A/+ [c.1426G>A/+
v:1 1v:2 1v:3 1v:4 v:1
€.4153G>C/ +/+ €.4153G>C/c.4153G>C/+ C.1426G>A/c.1426G>A
€.4153G>C €.4153G>C
C D

Pro1386

Prol386

Lew1384

~

Fig. 1. Pedigrees and structural analyses. A Pedigree of the SF237 family with the Alport syndrome and the COIAAZ ¢.4153G>C variant. B Pedigree of the SF266
family with the IMC syndrome and the MASPI c.1426G> A variant. C Gly1385 in the wild-type COLAAS protein and Argl 385 in the mutated protein. D Gly476 in the
wild-type MASP-1 protein and Arg476 in the mutated protein. Substituted residues are shown in red; residues involved in hydrogen bonds are labeled in cyan;

idues that participate in hydrophobéc jons are indicated in purple; residues that participate in both hydrogen bonds and hydrophobic interactions are in
blue; hydrogen bonds are marked by yellow dashed lines, and hydrophobic interactions are shown in green lines. Double lines indicate consinguinity. The black
squares correspond to the affected siblings.
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2, Pahents and methods
Z1. Patients

Two unrelated consanguineow: Moroccan families were invectigated.
Two ziblings and a third simplex proband were clinically diagnoaed,
regpectively with AS and 3MC syndromes. Written informed conzent wan
obtained from the patientz’ parents. The Bthic: Committes for the
biomedical regearch of Rabat had approved the commitment to ethical
principles. Thiz work was carried out in accordance with the guidelinea
of the declaration of Helzsinki. The clinical diagnosiz of patients wan
carried out by their reapective phyzician_

SF237-IV:1 and SFZ37-IV:3 from 5P237 family are ziblings from
conzanguinecus parent, regpectively 27 and 23 year old (Fig. 141 Both
individuale were diagnoced with post-lingual deafnesz at 7 years old,
then with a severe myopia at & and 17 years, respectively. At 22 yearn
old, patient SP237-1V:1 suffered from a remal failure requiring dialysiz.
The audiogram test zhowed 2 flat moderate to moderately zevers
senmorineural hearing log (Pure Tone Average (PTA) 56 dB on right ear
anid 55dB on left ear) affecting all frequencies. Hiz 4 years younger
brother SP237-1V:3 had a chronic renal diseaze. Hiz audiograms showed
an arymmetric sensorineural hearing logz, which was moderately severe
on right ear (PTA: 60dB) and profound on left ear (PTA: 11348).

SF266-1V:1 from the SF266 conzanguineous family iz an B year old
boy bom with the 3MGC syndrome (Fiz. 15). He hag hypertelorion and
the eyelid triad (blepharoptosis, blepharophimoaiz, gpicanthus imversusl
cauging a peripheral and noctume vision deficiency. At 6 montha, he wan
diagnoced with a severe bilateral hearing losz. He aloo was late to walk,
muggesting a vestibular anomaly. Mental dizorder waz noticed early in
hiz infancy by hiz family, without proper a disgnostic or clamification by
a phynician Further clinical examination reports were not available for
thin individual

22 Oenetic analyses

Genomic DNA wao extracted from peripheral blood of all available
family members, uzing JlAamp DNA Blood Mini Fit Qiagen. Without
access to gene panels addreszing these syndromic diceazes in Morocco,
WES analymiz of the thres probands waz parformed at BOI Tech Solutiona
(Hong Kong, China), on a BGISEQ-500 sequencer.

To select the pathogenic candidate variantz, we prioritized known
genes reported in hereditary deafness eopecially those related to the
patients” syndromesz Homosygouz and heterozygous  compound
mizgenoe, nonsense, framechif and oplice-cite variantz with allele fre-
quencies < 0,01 uzing SNP databazes such az the 1000 genomes project
or gnomAD exomes were selectad, gince the pedigree of the thres fam-
iliez quggested an autosomal recessive mode of inheritance. The patho-
genicity of variants wan evaluated uging PolyPhen-2, Mutation Taster,
and SIFT, whereaz analyzes of splicing mutation were performed wing
the Human Splicing Finder v.3.1 tool. To infer the variants’ segregation,
Sanger sequencing wae performed on all available family members.

2.5, Molecular modelling and stobility analysiz

To predict the effects of p.(0lyl 3854rg) and p.(0ly476Arg) varianm
on the respective protein structure, we ueed 2 molecolar modelling
approach. The FASTA format of the amino acid cequences of COL4AS
[01955] and MASP-1 [P45740] wers obtained from the UniProt
database (accegoed Janmary 20210, The 5D structurs of MASP-1 sarins
protease domain was predicted veing SWISS-MODEL online server
{accmmzad Jamumary 2021% and the structure war selactad based on the
sequence identity and the QMBEAN function (Waterhouse et al | 2013). |-
TASSER zerver (acceased January 2021) (Yang et al |, 2015) waz used to
generate a 30 structure of the COL4A3 wiple-helical region, from amine
acid 43 to 1438 of the protein, because no model induzive of the tar-
geted amino acids waz generated by the SWISS-MODEL gerver. Energy

Humum Geng 33 (2022} 201052

minimization for all the 3D structores waz performed with YASARA
minimization server (Frieger et al | 2009). The protein stability change
due to the zsingle amino-arid changes war predicted wing mCEM (Pires
et al | 2014), SDM (Warth et al |, 2011) and DUET bivinformatic tools
(unimelb edwau) (accessed Pebruary 2021). Wild-type and mutant
gtruchars: wers vicualized wming YASARA tool (version 20.12.24)
(Erieger and Vriend, 2014).

3. Results

3.1. ldentification of the pathogenic varions

WES followed by bicinformatico analynes performed on the three
patients identified SNPe and short in-del variants. After applying all
filters, we identified a zingle candidate homo=ygous variant for =ach
pati=nt fitting with their clinical presentationz.

Both SPZI7-IV:1 amd 5P237-1¥-3 brother camry the homosygous
mizoenze variant NM_000091.4: c41530=C; plOlyl335Arg) in
COL4AS. Thiz COL4AS variant has never been reported and iz not pre-
pent in the gnomAD database. Software prediction methods, such as
SIFT, Polyphen-2, Mutation asoesoor, MumtionTacter, MutPred,
PATHMM-XF, available on Varcome, predicted thiz variant as
pathogenic.

SP266-IV:1 had the NM_D01879: < 14260 =4; p.(Cly476Arg) homo-
Zygous missence variant in MASPI, a gene reported to cauze the 3MG
gyndrome. OnomAD database reports 50 times thiz allele in 2 hetero-
zygous state among 251338 alleles (frequency of 1.77=-4), but no ho-
mozygote ctate haz yet been reported. Prediction softevares classified the
variant az pathogenic.

5.2 Co-segregation analysis

Sanger sequencing of all available family members confirmed that
the variantz: segregated with the dizease. Indeed, the parents of the
SP237 patientz harbored the COL4AS variant in a heterosygous state,
while their healthy brothers were either heteromygous (IV:2) or wild-
type (1¥:4) for the COL4AF variant Bach parent of patientm SP266-
1¥:1 harbored the MAZP! variant in a heterozygous state, while DNA
sample waz not available from the unaffected IV:2 cigter, due to her very
young age.

3.5 Moleculer modelling and stability mnalysis

The SWISS-MODEL server generated three models for MASP-1 bazed
on three templates (4igd. 1.4, 4agb.1.A, 6f1c.1.D). We oelected the
model generated from the 4igd. 1A template for both the WT and
mutated proteing, with a QMEAN value of 0.40 and 0.25, respectively,
and 99.75% and 99.50% identity that contained the target amino acida
and their domain, whereas I-Tasoer generated 5 models for COL4AJ,
from which we selected the moot stable.

The suctural analysio of the COL4A3 piOlyl385Arg) wvariant
ghowed that the Olycine to Arginine change conserves the hydrogen
bond with Cyel357, and gained two additional hydrophobic in-
teractions with Glul407, Lyml411 to Lenl384 and Prol386 (Fig. 1C)L
The BMSD value between the mumted and wild-type struchares: was
0.0653 A

For the MASP-1 wild-type prowin, Clycine—476 had hydrophobic
bondz with four amine acids (Leud66, CyedTs, Asp6d5, Olys48) and two
hydrogen bonde with Thr487 and Ser6i46. The change for Arginine loat
the Azp645, 0ly643 bonds and establizhed fve new hydrophobic bonda
with Gly477, Pro64%, 1=465, Trps59, Mer465 and rwo hydrogen bonds
with Cy=475 and Asp645 (Fiz. 1D). The BMSD wvalue between the
mutated and wild-type stractures was 0.60626 A, The mCSM, SDM and
DUET prediction ocores reflected a destabilization of the protein struc-
tare due to the amine acid substinaton.
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4. Drzcusgion

The search for new genes and variants in Moroccan families with
hearing loaz har been one of the major research axes of our laboratory
with more than 300 familie: genetically tegted, ultimately today by
whole exome next generation sequencing. Although usually we screen a
panel of genes on all recruited individuals with hearing lose, in thiz smady
we moved directly to WES analyzin becavse of the unusual clinical
pregentation in both families, muggesting the involvement of genes that
we do not routinely amesz.

The successful identsification of twe variantz causing SHL pre-
pentationz, one being Alport Syndrome and one being 3MC, illustratea
the power of WES to identify variant that were abgent from the Homan
Jene Mutation database (Stencom et al, 2003), the Deafness Variation
Databage and the NHLBI G0 Bxome Sequencing Project, although the
MAZP] variant was precent in JbSNP ag 1ol 40743904,

The SP237-1V:1 and SP237-IV:3 patients with the AS gyndrome car-
ried the COL4AS mimense variant NM_000091.4:c.41530>C; p.
(0Oly1385Arg), and the SPZ66-IV:] patient with 3MC syndrome carried
the MASTT missense variant NM_001579:c. 14260 A; p.(Gly476Azg).

The COL4AS wariant affects the far end of the triple-helical domain,
otarting at amine acid 43 and ending at 1438, and modifies one Gly-X-Y
amino arid wiplet repeat, which contributes to the triple-helical domain
giving the flexible property to collagen IV (Hofmann et al, 1984)
Adjacent to the Guanine-4153 mutated in our pati=nt, two pathogenic
oplicing zite subatitutions were identified: c 4153+ 10> A (Zhang et al |
2012) and ¢ 4153+2T > A found both in 2 compound heterozygous otate
{Morinisrs =t al | 201 4], lmp-m:u.n.rl}r. the AS caze that we Teport hars in
the second individual with a GOL4A3 variant in North Africa, as the firot
variant p.0ly12775er has been reported in a Moroccan patient with
hearing lom and myopia but no kidney problem (AitRaice = 2l | 2022).
Two additional maghrebian AS families were described, one Berbera
living in Algeria with a COL4A4 variant (Tesbi and Farag, 1997), and
one in Tunizia with a O0L44 5 dominant vardant (Fharrat =t al | 2006),
while 4 additional AS individuals were described in Tunizia, but without
a malscalar ﬂu.gm:u.: {Hamoun, 1997). In a.sld.i.t.i.un, some individuals
with a restricted hidney symptom, but not with the full symptomsz of A5,
were identified with the c.2090>A and ¢ 1681_1693de]l compound
heterozygous COPL4AS variante, or with the homozygous ¢ 7250+ 4 or
tha b.etum:;guu.: € 232350 = A variants (Ammoar =t al 2021), iﬂu..-u:.ﬁng
the variability of the clinical pregentations azsociated to thiz gene.

MASP] encodes for three mBMNA MASP-1, MASP-3, and MAP-1
through alternative splicing procemes of the pre-mBNA. The Serine
Protease domain iz encoded by exons 1518 and exon 12 in MASP-1 and
MASP-3, respectively, and lacking im MAP-1 (Skjoede et 2l 2010;
Takahazhi et al | 20071 The ¢ 14260 = 4 MASPT mmpurbed for the
first time in 2 homozygote state io located in exon 13 of the MASP-1
izoform l::'.-._'ioe-\]: et al | 2010) It has a].tu.dy haarn I\Epnﬂ'tﬁl in a he=g-
erocygous sate once in a study analyzing the sequence of 29 genea
imwolved in the complement and coagulation cazscades performed on 100
non-elderly patientz presenting severe hypertension and remal failure
{Larsen et al | 201 5). GnomAD reported thiz variant with a frequency of
1.77e—4, and although it was rated of uncertin significance by Varoome,
we found that it iz predicted ac damaging and pathogenic by the Mu-
ttion Taster, Mutation Amessor, PolyPhen? and SIFT prediction toola.

Altogether, 16 MASP] varianm related to the 3MC oyndrome and
hearing losz havre been deccribed, including 3 nonsense variantz in exon
2 and 6 (Urquhart et al | 2016) and 11 missense variants, among which @
were homooygous. Of these @ variants, 7 were clustered in exom 12, and
2 in exon 4 and 6. Two compound heterocygour mizoense varianm
affecting exon 2 and 12 were the cauze of hearing looz with abnormal or
abzent bilateral cochlea-veztibular naryeg (Fard =t al | 20017). Two oub-
gtitutions in splicing ites were report by Atik et al (Atk et 2l 2015)
ani] a further deletion of 2306 bp including exon 12 and part of introm 12
wWan rep-urted |:r_|r Oraul-Neumann et al (Jraul-Neomann =t al | 2013)
(Table 1.

Humum Gene 33 (2022) 201053

Table 1
Published pathogenic MASP] variants linked to HL and 3MC syndrome.

¥ agiant

Aming Ackd change  Exon

cBGnA pTpa" 2
CAESTA19510T  potla] TSerp. /12
Thréa4Met
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B +10=T . Int & 1, 2015)
£ 1012240 . Int 7 2015)
c 1451G A puGlyE G 12
1859 O T p-His40TTye 12
£ IE5TG=A p-AspEEIAn 12
PR L o PCysE30AE 12
1895 *1602+ 411460 pArgh3TCyals*] L3t

Int 12
 19E7GET pASpEEITyr 12
1T A pGIFEEEGIn 12
£ 05T A pGlyEETArg 12
. 14360 & poGlyaTE Ay 13

Importantly, before thiz work, only a cingle 3MC individual waz re-
ported in the Maghrebian population in a Tunigian family with a
COLEC] ] homozygous recesaive variant, thua illustrating the difficulties
to fully diagnoce thiz dicease in Morth Africa (Rooryck et al | 20110,

5. Conclumon

Whole Exome Sequencing on 2 Moroccan families with oyndromic
hearing loaz revealed one new substitution on COL4AS in 2 ziblings with
Alport syndrome and a MASPI variant in an individual with 3MGC
oyndrome.
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Abstract

Background Deafness is the most prevalent human sensorineural defect. It may occur as a result of an extemal auditory
canal involvement, or a deficiency in the sound conduction mechanism, or an impairment of the cochlen, the cochlear nerve
or central auditory perception. The genetic causes are the most commaon, as approximately 70% of hearing disorders are
of hereditary origin, divided into two groups, syndromic (associated with other symptoms) and no syndromic (isolated
deafness).

Methods A whole exome sequencing was performed to identify the genetic cause of hearing koss in six Morocean families
and Sanger sequencing was used to validate mutations in these genes.

The results The resulis of four out of the six families revealed four genetic vartants in the genes GIB2, COLAAS, ATPEVIBL
and EDNRE responsible for non-syndromic and syndromic hearing loss. Multiple Bioinformatics programs and molecular
madelling predicted the pathogenic effect of these mutations,

Conclusions We identified in Moroccan deafl patients four homozygous mutations. These resulis show the importance of
whole exome sequencing to identify pathogenic mutations in heterogensous disorders with multiple genes responsible.

Keywords Whole exome sequencing - Mutation - Hearing loss - Moroccan patients

Introduction

The global population living with disabling hearing impair-
ment is approximaiely 6.1% as estimated by the WHO
recently[l]. Heanng loss is the most common human neu-
rosensory defect in the world, occurring in approximately
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1 in 1{{M) newborns, and 0% of these cases have a genetic
etiology]2). Hereditary hearing loss is transmitted by vari-
ous modes: autosomal recessive, autosomal dominant, X- or
Y-lnked, and mitochondrial. It can be either isolated (non-
syndromic) or associated with damage to other organs (syn-
dromic)[3]. The (/B2 gene is the main cause of hereditary
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Table 1 Pramers’ sequences for allele-specific FCR
Crenes Forward Primers (5'-3%) Reverse Primers PPrind-

non-syndromic hearing loss (NSHL) in Momocco as sev-
cral mutations in this gene have been descnibed as causing

autosomal recessive and more rarely dominant hereditary (53 :II_':L
deafness. The most prominent variant in Morocco and  GiRa™ AGAGTTGGTGTTIGCT-  GACTGAGCCTT- 900ph
the Mediterranean region is the deletion c 35delG[4]. The CAGGA GACAGCTGA
second cause of deafness in Morocco is the presence of  COL43  AGAACCTTC- GTCTCCCCAGE- 383ph
the substitution ¢.242G>A located on LETOMT gene [5]. CAAGCTCOCTG CATGTAGAA

A ; w15 ; i EDNRE CACTTCGGTTC- AAAATG- I98ph
Anwn_l.:: the syndromic genes ||n}.c:d to d.'.'.E.El'I.I:'Sb and vch::h CACTTCACA GTAGTCT.
occur in the Moroccan population MYO7A[6], PEXT[T]. GTCTTTCTGE
ADGRVI[E] and many others. For non-syndromic genes.  47pg)BI TGTTAGGAATGTGT- ACAATTTGGGGA-56Tph
there is TMCI[9]), CLON{#[10], PIVET11] and MPZLA12]. GGG CAGGGG

These genes play a very important role 1 maintaining the
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Fig. 1 The pedigree of all six famalies
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normal physiology of the inner car, cach mutation of these
can affect normal hearing physiology[13]. The genetic
diagnosis of hearing loss plays a crucial role for the clini-
cal evaluation of deaf persons and their families. The Next
Generation Sequencing (NGS) provides an opportunity to
explore the genetic structure of the discase, and can be fur-
ther be used as a benchmark for medical genctic testing] 14].
In this study, whole exome analysis was used to resolve the
ctiology of hearing loss in six Moroccan families.

Patients and methods

We recruited six familics with syndromic and no syndromic
hereditary deafness SF55, SF175, SFI77, SF181, SF188
and SF193. Family members were informed of the purpose
of the study and gave their informed consent. The genetic
study was approved by the medical cthics committee of the
Pasteur Institute of Morocco and carried out in accordance
with the protocol of the Helsinki declaration.

p.Arg09Trp

Hamo saplens

Bos taurus

Rattus norvegicus
Mus musculus

Sus scrofa

Canis lupus familiaris
Oryctolagus cuniculus

L - B - B - - B - - )
T T T T T T
RLRAIRIRIRN
e e T T T

First, the Whole Exome Sequencing (WES) was per-
formed at IntegraGen (Evry, France). The Agilent Human
cxome V5 (50 Mb) capture kit allows the capture of librar-
ics, followed by paired end sequencing on [llumina Hiseq
2000. Using Illumina Real-Time Analysis Pipeline ver-
sion 1.14 image analysis and call up databases were car-
ricd out with default parameters. The short reads with
paired ends were aligned against the human genome refer-
ence sequence hgl9 (GRCH37). Then. the bioinformatics
analysis of the sequencing data was based on the [llumina
pipeline (CASAVA.L8). We have filtered the variants based
on dbSNP (build132) and 1000 genome project databases.
Finally, the functional effects of the novel variants were pre-
dicted using SIFT and PolyPhen-2. To determine the segre-
gation with the phenotype of the discase in these familics,
sanger scquencing was carried out to validate the mutation
in the candidate gene. Specific primers have been designed
using primer 3 (Table I).

The 3D structures of the native and mutant EDNRB pro-
tein were predicted using SWISS Model, a fully automated

Fig.2 (a) Alignment of EDNRB amino acid from different species (b) The potential structural impact of the p.Argd09Trp mutation of the EDNRS
gene 18 revealed by molecular modeling and analysis of amino acid conservation. Yellow dotted lines represent hydrogen bonds, and green lines

represent hydrophobac interaction
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protein structure homology-modelling server [15]. The
predicted models were generated based on the structure
of the Endothelin type B receptor in complex with Endo-
thelin-3 (PDB ID: 61GK). We noticed that targets (native
and mutated EDNRB proteins) and template proteins share
more than 94% of sequence similarity. The obtained struc-
tures were minimized using the Yasara Energy Minimiza-
tion Server [ 16].

Amino acids interactions analysis and visualization were
performed using YASARA software [17]. We used the fol-
lowing bioinformatics tools to analyze the impact of amino
acid substitutions on the stability of the EDNRB protein
structure: mCSM [18], SDM [19], DUET [20] et DeepDDG
[21].

Results

For the six families analyzed, results were obtained for the
following four families SF55, SF175, SF181 and 5F193. For
the remaming two (SF177 and SF188), the analysis of the
WES results did not identify any gene or variant. (Figurel ).
SF177.04 patient was affected with profound prelingual
congenital deafness with a trisomy 21 and cardiac discase;
whereas the patient SF188.04 had a profound bilateral pre-
lingual deafness with an operated cardiac malformation.

Syndromic genes

For syndromic families, SFI181.5 patient suffered from
Waardenburg syndrome charactenzed with profound con-
genital prelingual bilateral deafness, hypopigmented skin
patches, scratching, bright blue ndes whereas his older
sister only exhibited a profound hearing loss and some
white hairs. WES results revealed a novel homozygous
mutation  NM_O00120013597. 101225 CoTop{ Arg409Trp)
(rs200363611) of EDNRE. Then, sanger sequencing con-
firmed that the parents and the brother were heterozygous.

The c.1225 C>T missense variant has been predicted
to be possibly damaging to damaging using the SIFT,
FATHMM-MEL and POLYPHEN programs, deleterious by
LRT software and disease causing by MutationTaster.

Moreover, the alignment of multiple sequences of orthol-
ogous EDMNRB proteins of different species showed that the
missense mutation p{Arg$8Tp) affected a highly con-
served residue (Fig. 2.a).

The amino acid interactions analyses showed that this
vanant did not affect hydrogen bounds. However, it may
disturb the hydrophobic interactions between the residue in
409 posibon and its adjacent amimo acids as we observed
that the interaction with Leud(5 residue was replaced by
one with Glud10 (Fig. 2.b, c, d). A destabilizing effect was
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predicted based on the four different computational tools
{Table 2).

The 5F193.% patient is from consanguincous parents,
affected with congenital profound bilateral deafness, halat-
eral medullary nephrocaleinosis, distal renal tubular acidosis
(dRTA). hypokalemia and growth retardation. WES analy-
sis identified an insertion of ATPGFIE] NM_001692.4:
c 11 55dupC; plle38oHisfsTer50) (rsTR1%6908 1) has been
identified in the proband. Sanger sequencing confirmed
that the affected patient (SF193.3) was homozygous for the
mutation, while the unaffected father (5F193.1) and healthy
mother (SF193.2) were heterozygous for this mutation.

Concerming the SF175.3, the proband 1= a girl with ilat-
eral. prelingual deafness and early onset myopia. WES results
showed homozygous variant, NM_000091 5:c. 382906 A p.
(Gly12775er) (rs1905398500) in COL4A43, and had been
confirmed in a heterozygous state in the parents and the pro-
band’s sister.

Non-syndromic genes

The 5F55 family has severe deafness. The results showed
that a heterozygous vanant was already described in (82,
and was involved in a dominant form. Sanger sequencing
confirmed that the affected members (SF55.1, SF55.3 and
3F55.4) harboured the heterozygous missense mutation
NM_004004.6:c. 551 GeAp Arg B4GIny  (rsBO33IE250),
while the mother (S5F55.02) 1s homozygous wild-type.

Discussion

In this work, we describe two genes that had been descnibed
in the Morocean population. Complete sequencing of the
exome revealed the first charactenzation of a new mutation
in Morocco in Cf82, identified as being the main cause of
hereditary WSHL in Moroceo affecting around 35% of cases
[4]. The most prominent mutation in Moroceo and around
the Moditerranean is the ¢.35delG deletion, that 1=, in our
laboratory, always mitially sought by direct sequencing as
the first step in molecular diagnosis. Other mutations i this
gene have been described by Abadi et al. [22] as causing
autosomal recessive hereditary deafness, while dominant
inhentance rarely occurs in the Moroccan population. The
Arg|84GIn variant cited in our study was observed for the

Table 2 Mutanon effects on EDNEB 3D structure stability

Software Prediction Stabiliy change (AAG :Kealmol)
mEM Destabilizing 0017

SDM Deesiabilizing -0.31

DUET Deestabilizing -0.31

DeepDDG Deestabilizing —{.36%9
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first time in the Moroccan population. According to Hamel-
mann et al. [23], this mutation was cbserved for the first
time m Ghana m 2000 without any associated syndrome.
It was then reported in the provinee of Jiangsu in China in
2016 [24] and in the Indian population in 2007 [25].

The second gene, ATF6FIB], encodes the vacuolar H +
ATPase Bl subumit located on the apical surface of alpha
intercalated cells in the distal tubule, and i= also expressed
in epithelium of the human cochlea and the endolymphatic
sac [26]. People with ATP6IFIE! mutations have senson-
neural heanng loss, the homorygous vanant ¢ 1155dupC
in ATP&VIBY causes a change in the reading frame of 150-
leucine 386 introducing a premature stop codon with a fre-
quency of 3.20e-5. This variant of ATP6FIE] was found
in a homozygous patient from a Mexican family [27], two
Morocecan patients [26] as well as the patient SF193.3 of this
study, and Tunisian children with recessive form of dRTA
associated to precocious heaning loss [28].

Besides the common genes previously published in
Moroceo, we have desenbed here the first mutation of the
(443 gene in the Moroccan population in a patient
affected with Alport Syndrome. The p(Gly12775er) has a
frequency of 3.63e-4 on the gnomAD database. Mutations
in the COMLAAT gene are lmked to kidney problems, deaf-
ness, and eye damage known as Alport syndrome|29]. Fall-
erini et al. had already descnbed the p.(Gly12775er) vanant
in COM.AAS in 3 families in Italy with Alport syndrome, and
was found here in a Morocean family for the first time with
hearing loss and an onset of myopia and no kidney problem
for the moment but probably because the patient is still very
young. They also found this mutation i the heterorygous
state in a patient with the autosomal dominant form [30].

The ¢.1225 C>T missense in EONRE is reported in the
gnomAD database (rs20036361 1 ) with a frequency of 1.78e-
4. EDNEE mutations are linked to the Waardenburg type
IV (W54) [31]. The SF181 family presents an intrafamilial
WS with a variable severity and no declared Hirschsprung
disease. Other studies[32, 33] have suggested that EONRE
should be considered as another pathogenic gene prevalent
in W5 type | to the heterozygous state, whereas [31] (Issa
2017 et al ) estimated that the EDNER mutations are respon-
sible for 5-6% of WS type 2.

A molecular modeling study was performed to evaluate
the structural impact of the p. Arg409Trp missense mutation.
This mutation appears to cause a change in hydrophobic
interactions, which resulted in a change in the 3D struc-
ture of the EDNEB protein between the native state and the
mutated state. In addition, this mutation has a destabilizing
effect on the stability of protemns.

In conclusion, this study describes the mvolvement
of genetic variants of the (B2 COLL43, EDNRS and
ATP6VIE! genes im syndromic and non-syndromic deafness
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in Moroccan patients. These results can be considered very
important because they allow to show even more the genetic
diversity of hereditary deafness in Moroccan patients. In
addition, they also make it possible to enrich national and
international data concerning the Moroccan population.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords Objectives: To decipher and improve the malecular diagnosis of Hypopl Amelogenesis Imperfecta in
Hypoplastic amelogenesls imperfecia Marocco.
Seachyolmis Design: Using whale exome i Iyzed two M families with Hypoplastic Amelogenesis
f::: Imperfecta. The 2 patients from the first famﬂy had dental lies and shart stature synd beachyalmia
Whole exome sequencing and nephrocalcinasis with difference in severity, while the proband of the second family had Hypoplastic
Marocean population is Imperfecta with a suspicion of brachyolmia.
Resultss We identified two novel LTBP3 homazygous variants, the ¢ 2495delT deletion (p.Phe832SerfsTer36) and
lhc 3716 G>A (p.Cyslza‘ITyt) missense variant, respectively. Molecular modelling and stability analyses of the
variant d d a passible destabilization of the wild-type structure.
Conciuesion: Mﬂwnyl.m“mmsnmrdamd to this phenotype in various populations, we report the first
LTBP3 vanants in the Maroccan population, in families with Hypoplastic Amelogenesis Imperfecta.
1. Introduction other symptoms, such as nephrocaleinosis and brachyolmia (Bloch-Zu

Amelogenesis Imperfecta (Al) are inherited genetic disorders
affecting the clinical structure, thickness and strength of enamel. Their
prevalence varies according to the studied population from 1.4/1000 in
Sweden (Backman & Holm, 1986) to 1714000 in the USA (Kim ot al,
2008). According to the amelogenesis stage, Al can be expressed by
different phenotypes such a hypomature, hypocalcified, hypoplastic and
hypomature-hypoplastic (Koruyucu et al., 2018; Witkop, 1988).

The Hypoplastic Amelogenesis Imperfecta (HAI), a quantitative

I defect, rep 60-73% of Al cases (Nakata et al, 1985), and
manifests as a low or reduced thickness enamel, characterized by the
presence of pits or streaks; the enamel is nevertheless hard, translucent,
sometimes with a rough or pitted appearance, giving the patient an
unattractive appearance. The HAI can be isolated or associated with

pan e 4l 2012), The larter is a heterogeneous group of rare genetic
skeletal disorders, characterized by short trunked and stature, with
platyspondyly and scoliosis (Huckert ef ., 2015).

Omne of the multiple causes of association of brachyolmia and HAI is
the blockage of TGF-beta signaling, which leads to ameloblast inability
1o produce an enamel layer in incisors (Klopeic et ol 2007). Over-
expression of TGF-betal in teeth results in ameloblast detachment and
enamel defects (Crawford et al., 2007; Haruyama et al, 2006). Latent
TGF-beta 1, 2 and 3 form a large complex with LTBP3 (Penttinen of al,
2002) and LTBP3 variants have been related 1o HAI associated with
short stature and brachyolmia (OMIM 601216) in many populations
(Huckert et al., 2015; Verloes et al., 1996).

The LTBP family contains 4 members (LTBP-1, LTBP-2, LTBP-3, and
LTBP-4) (Todorovie & Rifkin, 2012). LTBP3 (NM_001130144.2) extends

Abbreviations: AL, Amelogenesis Imperfecta; HAL Hypoplastic Amel
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Table 1
Primers’ Sequences.
Foeward Prime Reverse Primer
Faanily 1 AAAGCTTTGGCTGCCTCA ATTACTGCTOCCTGCCACAT
Family 2 COAMGAGCAATTOCTTCTGGG TATCTGAAGGTOAGGGOGAC

Archives of Oraf Blology 142 (2022) 105518

To select the pathogenic candidate variants, we prioritized known
genes reported in HAL Then variants with minor allele frequencies
greater than 0.01 in 1000 Genomes and genomAD databases were also
eliminated. And since pedigrees suggested an autosomal recessive mode
of inheritance, only h ygous and ¢ dh YROUS

‘

over 28 exons and encodes an extracellular matrix protein
(NP 001157738.1) involved in regulating the secretion, uptake and
activation of TGF-beta (Hyytiainen et al, 2004; Klopeic et al, 2007).
The LTBP3 protein has 3 types of domains: an epidermal growth factor
(EGF) like calcium-binding domain, a TGF-beta-binding protein-like
domain and an EGF like-domain (Roberison et al, 2011). LTBP3 is also
involved in bone formation and remodeling, while its inhibition reduces
the TGF-beta activation, and consequently decreases the associated cell
proliferation and osteogenic differentiation (Koli ¢t ol 2008),

LTBP3 variants are implicated in HAI pathologies (Flex et al, 2021),
but none was described in Moroccan and Noeth African populations. In
this study, using whole exome sequencing, we identified the first LTBP3
pathogenic variants in three patients of two consanguineous Moroccan
families with hypoplastic AL

2. Materials and methods
2.1. Patients

This study was carried out in accordance with the guidelines of the
declaration of Helsinki and approved by the local research ethics com-
mittee of the Pasteur Institute of Morocco.

Three Moroccan patients from two unrelated families were referred
to the service of Pedodoatics Department of the Casablanca Dental
Consultation and Treatment Center for a brownish-yellow discoloration
of all teeth and a demtal hypersensitivity. They were bom from
consanguineous Moroccan couples, both parents and fratemity having
normal teeth and no dental problem was reported in other family
members.

2.2, Whole Exome Sequencing

Genomic DNA was extracted from peripheral blood of all available
family members using QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, USA),
according to the manufacturer’s protocol. DNA from the two probands
underwent whole exome sequencing (WES) at BGI Tech Solutions
Company (Hongkong, China), using a GBISEQ-500 high-throughput
2021).

sequencing platform as described elsewhere (Bouzidi et al,

fr hift, and splice-site variants were selected. Data were
filtered 1o eliminate benign variants based on predictions obtained from
different bioinformatics tools, including PolyPhen, SIFT, Muta-
tionAssessor, MutationTaster, FATHMM-MKL and LRT.

23 Valid

by Sanger seq ing

Sanger sequencing was performed to confirm the segregation of the
potential causative variants identified by WES. PCR primers were
designed using Primer 3 oaline tool, and PCR products were sequenced
using ABI 3130 genetic Analyzer (Applied Biosystems) and analyzed
using UGENE software(Table 1),

2.4. Molecular modelling and stability analysts

To predict the deleterious effects of identified variants on the protein
structure, we used a molecular modelling approach. The LTBP3 FASTA
amino acid sequence [QINS15-1) was obtained from the UniProt
database. The protein 3D structure was predicted using SWISS-MODEL
oaline server, and the structure was selected based on the sequence
identity and the QMEAN function. The energy minimization for all 3D
structures was done with YASARA minimization server. The protein
stability change due to single point variant was predicted using mCSM,
SDM and DUET bicinformatics tools. Wild-type and mutant structures
were visualized using YASARA tool.

3. Results

3.1. Patient presentations

5.1.1. Family 1 patient 1I:1

A l4-year-old male was bomn at term after a normal pregnancy.
Physical examinations showed a delayed short stature of 138 cm (-2
DS) of height. His facial features are without particularity. Endobuccal
examination at 11 years old revealed poor oral hygiene, generalized
gingival inflammation, brown-yellowish discoloration of all teeth with
absent or very thin enamel, microdontia and some dental retentions.
Structural defects were complicate by caries. Occlusion examination
revealed an anterior and lateral open bite. He had a generalized gingival
fibr tosis. The g i ination showed a complete dental

X

Fig. 1. Clinical features of family 1 patient [I:1. (a, b, c) Endobuccal view of the maxilla and mandible, showing the severity of the disease and the yellowish color of
the teeth. (d) Panoramic x-ray showing reduced thickness or even absent enamel and significant dental decay. () Photo of the hand shows a brachydactyly. (f) Left
hand X.ray shows no metaphyseal, epiphyseal or diaphyseal anomaly; the patient’s bone age corresponds to 13 years. (g) The thorax radiograph does show a free
plearal sac. (h) Frant X-ray picture of the darsal-lumbar spine shows a discrete flattening of the vertebral bodies in Hshape. (i) Profile X-ray of the dorso-lumbar spine
shows normal spinal curvature and the absence of scoliasis. (j, k) Remal vitrasound shows an appearance of bilateral grade 2 nephrocalcinosis.
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Fig. 2. Clinical features of family 1 patient [I22. (a, b, c) Endobuccal view of the maxilla and mandible showing the severity of the damage. (d) Panoramic radiograph
shows microdontia, retention of most teeth with enamel hypoplasia. (e) Picture of the left hand shows a brachydactyly. (f) Left hand X-ray shows no metaphyseal,
epiphyseal or diaphyseal anomaly. The patient’s bone age corresponds to 16 years. (g) Thorax adiography shows an elevation of the right diaphragmatic dome,
bilateral interstitial syndrome, absence of parenchymal foci and a bone framework without anomaly. (b, i) DorsoJumbar scoliosis with left convexity, discrete
straightness an the profile view, vertebral bodies of normal height, doubt about a wedge.shaped compression of vertebrae L3 and L4, absence of posterior wall
recession. (j, k) Renal ultrasound shows an appearance of bilateral grade 2 nephrocalcinosis.

formula, microdontia, delayed eruption of some teeth, the presence of
enamel hypoplasia in temporary and permanent teeth, and even in
germs (Fig. 1a, b, cand d). At 13 years old, X-ray of the left hand showed
the persistence of the epiphyses of the first, second and third phalanges,
in their equal MP3 stage (Fig. le, ). A blood test revealed that the child
was deficient in vitamin D with a level of 23,9 ng/ml (30-100 ng/ml).

Frontal X-ray of the thorax appears without pulmonary and bone
abnormality (Fig. 1g). Radiography of the dorso-lumbar spine showed
discrete flattening of the H-shaped vertebral bodies and noemal the
spinal curves, without scoliosis (Fig. 1h, ). Renal ultrasound shows an
appearance of bilateral grade 2 nephrocaleinosis (Fig. 1j, k) with normal
serum levels of calcium, alkaline phosphate, urea, creatinine, and
growth hormone.

3.1.2. Family 1 patient 11:2
The patient is an 18- year-old female with a short waist, and a height

of 144 em, - 2 DS, witnessing a delayed height-weight. Endobuccal ex-
amination at 16 years old reveals a more severe condition than her
brother with yellowish discoloration of all teeth, coronal decay of the
upper permanent molars, delayed eruption of most teeth and micro-
dontia. She has a poor oral hygiene with generalized gingival fibroma-
tosis. Occlusion examination revealed a significant anterior open bite
and bilateral posterior disocclusion. Radiographic examination revealed
reduced thickness or totally absent enamel, dental retentions of the
teeth, persi e of porary teeth and taurodontism on a maxillary
right molar (Fig. 2a, b, ¢ and d).

At 17 years old, the X-ray of the left hand was in MP3 stage (Fig. Ze,
f). A blood test revealed a deficiency in vitamin D of 9,0 ng/ml

(30-100 ng/ml).
Thorax frontal X-ray appeared without pulmonary and bone abaor-
mality (Fig. 2g). Dorso-lumbar spine radiography showed scoliosis with

left convexity. In addition, it showed a discrete straightness on the side
view, a discrete flattening of the H-shaped vertebral bodies with a
respect of the spinal curves, with scoliosis (Fig. 2h, i). Renal ultrasound
shows an appearance of bilateral grade 2 nephrocalcinosis (Fig. 2j, k)
with normal serum levels of calcium, alkaline phosphate, urea, creati-
nine, and growth hormone.

3.1.3. Family 2 patient 11:3

A 10- year-old female consulted for dental sensitivities, yellowish
aspect of the teeth and an aesthetic reason. On endobuccal examination
revealed ary and per affected teeth, with horizontal stri-
ations and pits. Teeth had yellow color with a reduced enamel thickness

Fig. 3. Dental features of family 2 patient 11:3 (2) Endobuccal view of the
maxilla and mandible disclosing damages to both teeth with an enamel collar at
the cervical level. (b) P i diograph showing reduced
enamel thickness.

over the entire surface, except in the cervical area where it was hard and
thick. The child had poor oral hygiene, inflamed gums, and caries in the
temporary and permanent molars. Occlusal examination showed a class
1 molar occlusion on the right and a class I on the left. Radiographic
examination showed a complete dental formula, thin or absent enamel
in some places and normal contrast between enamel and dentin (Fig. Ja,
b).

The patient suffers from back pain, joint pain in the knees without
the ability to bend them, and she had rounded shoulders, thus suspecting
a brachyolmia that was unfortunately not confirmed by rachis
radiography.

3.2. Molecular investigations

WES followed by bicinformatics analyses were performed on the two
index patients. Family 1 patients 11:1 carry the homozygous deletion
€.2495delT (p.Phe832SerfsTer36) in LTBP3 gene. Using in-silico soft-
ware prediction methods, the variant was predicted pathogenic. Family
2 index patient had the ¢.3716 G>A (p.Cys1239Tyr) homozygous
missense variant that was predicted to be pathogenic by softwares. Both
variants are novel and absent in the gnomAD and the dbSNP databases.

Sanger sequencing of all available family members confirmed that
variants segregated with the disease. Indeed, in family 1, the patient I1:2
harbored also the deletion in a homozygous state, while the parents and
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c.2495delT . 24954elT c.2495delT  c. 2495delT €. 2495deT
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healthy siblings (I1:3, I1:4, I:5) were heterozygous (Fig. 4a). In family 2,
both parents harbored the missense variant in a heterozygous state
(Fig. 4b), while DNA was not available for the other siblings.

3.3, Molecular modelling and subility anabysis

The SWISS-MODEL server generated 21 models for LTBP3 based on
three templates. We selected the model generated from the luzj 3.4
template for both the WT and mutated protein with a QMEAN value of
— 5.94% and 39.4%% identity that contained the mutated amino acid.

The structural analysis of LTEP3 variants using YASARA soltware
showed differences in the hydrogen bonds and hydrophobic in-
teractions. The wild-type cysteine had no hydrogen bond, and three
hydrophobic interactions with 5er1225, Prol240 and Gly1234. Change
1o Tyrosine gained a hydrogen bond with Alal236 and four additional
hydrophobic interactions with Gly1226, Gly1241, Gly1278 and Ser1279
(Fig. 4¢). The RMSD of the superposed mutated and wild strociures type
was 07531 A

The mCSM (—0.749 keal/mol), SDM (—0.1 keal/mol) and DUET
{—0.669 keal/maol) scores and predictions are all witnessing destabili-
zation effects on the protein struchure due to the Cysteine 1o Tyroine
substitution,

4, DMscussion

HAL is a dental anomaly affecting the quantity of teeth enamel. It is a
clinically and genetically diverse disorder, & it can be linked 1o multiple
other symploms and caused by many genes. Implication of the LTEP3
gene in Al has been established by Veroes and al in 1996 in his firs
deseription of a combination of Al and brachyolmia in a brother and
sister from & consanguineous family (Verloes e al. 1996). In 3009, two
other families were desceribed, presenting Al generalized plaryspondyly
and taurodontism (Bertola e al., 2009).

In this study, two novels pathogenic LTBPS variants were identified
using WES in three Moroccans patients with HAI and brachyolmia. Pa-
tients 111 and 112 from family 1 are sibling from & consanguineous

[ 3?1EG:-M+ €. 3?166:M+

ofer |
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Fig. 4. Segregxtion of LTEES variants and their
structural amalysis {3, b) Pedigrees of the two
families are shown with the segregation of the
LTHEFY identified variants. (g) Structural anal-
ysis af the different interactions in the wild-type:
Cys1239 (on the beft) and the mutated Tyrl 259
(on the right) LTEP3 protein. The original Cys
and mutated Tyr amino-acid i shown in ned;
residues that participate in hydrophobic in-
1:2 :3 teractions are indicated in purple; residues that
participate in gained bydrophobic interactions
are marked in light blue; residues that pantic-
pate im gained hydrogen bonds are marked in
blue; bydrogen bonds are marked by yellow
dashed lines, and hydrophobic interactions ane
shown in green lines.

Farnily2

[ O

CITLEG=A/
cITI6G=A

marriage, diagnosed with dental anomalies, characterized by HAIL
delayed eruption of teeth, brachyolmia, and associated with short stat-
wre, a5 reported for Dental Anomalies and Short Stature syndrome
(DASS). DASS most frequent clinical features are Al (100%), shor
stature (95%), delayed eruption of weeth (91,6%), oligodontia (BE),
beachyolmia (BD%) and seoliosis (BO%), although additional features
can be associated as thoracie aortic aneurysms and dissection (Dugan
el al., 2015; G et al_, 2018; Huckert et al., 2015; Intarak of al, 2019;
Moor et al., 2009)

In addition, nephrocaleinmis was observed in both Family I siblings,
bt seoliosis was found anly in the sister, thus with a variable expression.
Nephrocaleinosis has never been associated with LTEPS variants. The
Human Protein Atlas and Nexprot databases revealed significant LTHPS
expression in the kidney and s has been showed that LTEPY affects
renal fibrosis (5u et al, 2021), bur functionals studies are necessary 1o
confirm and prove the LTEPS variants and nephrocaleinosis association.

The mast common reported LTBPS variants were frameshifts, rather
than nonsense, missense, splice-site and insertion-deletion (Table 2)
(Baur er al, 2020). Family 1 siblings had the ¢.2495delT homozygous
deletion leading 1o a frameshift at the B32 amino acid position (p.
Phed328erfsTer36). Two LTBPI frameshift variants (p Tyro91Leul-
iTer35 and p.ValPBETrplsTerf2) were reported in 5 Turkish and Pak-
igtani patients sharing many clinical features with our patients (Huocken
eral., 20015) p.valz30AlaETer 16 variant has been found in a compound
heterozygous state in an Indian patient with a congenital cardiae pa-
thology in addition o the standard clinical features of the DASS gyn-
drome (HAI brachyolmia, short stature) (Kaur e al., 2020), These 4
frameshilt varianis are all located in the EGF-beta calcium binding
domain and are likely to resull in a rruncated protein and subsequent
digruption of caleium binding.

Family 2 patient I3 presents a HAL with a high suspicion of bra-
chyolmia, although without growth delay. Her brachyolmia is supported
by the usual symptoms as back pain, joint pain in the knees and rounded
shoulders, although she did not show the short stature commonly
associated 1o LTBPY variants. The patient harbored the ¢.3716 G=A (p.
Cys1239Tyr) homozygous missense varianl prediel to be pathogenic.
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Table 2
Published pathogenic LTBP3 pathog
Vartant Améno Acid change " Phenotype Origin Ref
2322056 pATyr774Ter) - AL Oligodantia, SS. Consanguineous (Noor ¢t al, 2009)
Pakistani tamily
1858 18591050 PACYSS20Trpds Ter171) SETS853262 Complese ag of p & sS. 2 Emirati sisters (Dugan et al., 2015)
©.2071 2084de] PLTy1691 LeutsTer95) rETSE9E22 AL S5, Generalized platyspandyly. 2 Turkish sisters (Hucken et al.,
2015)
421 C>T/ p(Glal 41 Ter) /- - /IsETSIEIR23 AL SS, Mild platyspondyly. French sister and (Hucker e al.,
153141 G>T brother 2015)
c 221601 PAGIy7IWalsTer7) 8752375653 AL SS, Delayed evupcion of dentition, Mild Braxilian boy (Bertoda etal., 2009,
plaryspoadyly. Huckert et al
2015)
C235641G PVAI7B6TrplsTer82) rSETSE9R24 AL SS, Oligodontia, Generalized platyspondyly, 3 sitilings (Hucker e al.,
Scolitss. 2015)
c.132861G/ P-(ProdSArghsTes25)/ p s1286042594/ Dental anomadies, SS, Mitral valve peolapses, A brother and 2 sisters (Goo e al, 2018)
€2248 G>T (Glu750Ter) 151554973844 Arterial ancurysmal disease. of unknown crigin
2033 2041 PAASDETS Glyes1 - AL SS, Scoliosis (sister anly), Thorack aortic A btwother and his sister  (Guo er ol 2018)
GelinsCTT delissThrCys) ancarysms/dissection.
c1721-2AG - - HAL S8, Seallosis, Congenital heart defects Thad gird (locarak et al
2019)
3153 3154del/ PCys1061Ter)/ /- AL Delayed erupticn of dentition, Oligodastia, Indian boy (Kaur e al., 2020)
€.689 690del PVRI230AlafsTerl6) SS, Platyspondyly.
C2ZEM-2ZAG PAALR965GlyfsTer3s) - Al Oligodontia, SS, Beachydactyly, Scoliosis, Peruvian boy (Flex en al, 2021)
Cardioanyopathy.
€1630 1631dup/  p.lArg545ProfsTes22) /5112261752 HAL Mild brachydactyly, Osicopenia, Mitral valve  Turkish girl (Kantapeera et al.,
€3107-2A>G /- prolapse, Mild endargessent In the acetic fool. w2
1630 1631dup PAArg545Profs Ter22) - Maxillary hypoplasia, Progaathic Mandible, Her mother
Crantodacial Enlarg In the
aoctie root, Aneurysm in the interatrial seprum.
c3107-2A>G - 5112261752 SS, Progoathic mandidle. Her father
C249580T P-(PheB832SeatsTer36) - AL Brachyolmia, SS, Delayed eraption of di i N sister and This study
Brachydactyly, Scaliasis (sister caly), beother
Nephrocalelnosis.
C3716 G>A PACys1239Tyy) - AL Beachyolmia suspicion. Marcocan girl This study
Al: Amelogenesis imperfecta, HAL Hypoplastic Amelogenesis imperfecta, SS: Short
The aa change is located in the EGF-like domain, and a molecular bilateral program, Grant Number: 39005ZL)

modelling and stability analyses disclosed a passible destabilization of
the wild-type structure. Though, functional studies are a request to
prove that ¢.3716 G=>A leads to fully loss of function of LTBP3.

To the best of our knowledge, all LTBP3 patients with a short stature
have been diagnosed with a variant in one of the twelve LTBP3 EGF
calcium-binding domains. Table 2 summarizes all patients with LTBP3
variants who exhibited dental anomalies (HAL dental agenesis, delayed
eruption of dentition) and short stature, except for one of our patients.
Variabilities in other clinical f were also reported, as some of the
patients suffered from brachyolmia, scoliosis and cardiac diseases. All
variants were found in different countries from four different continents,
with clinical and genetic diversity.

5. Conclusion

Here, we presented the first characterization of LTBP3 variants in 2
Moreccan families with HAI and brachyolmia, thus prompting regular
dental and bone follow-up for early intervention, especially if other

Symploms appear.
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Génétique des surdités héréditaires au sein de la population marocaine - Etude des genes

MPZL2, CO4A3, MASP1 et ELMOD2

Mots clés : Surdité, population marocaine, MPZL2, COL4A3, MASP1, ELMOD2

Résumé : L’audition, le sens médié par l'oreille,
si altéré abouti a une surdité de différent degre,
affectant quelques 430 millions de personnes
souffrant de surdité moyenne a sévére. Ce
handicap neurosensoriel est causé par des
facteurs environnementaux et des défauts
génétiques. La recherche de nouveaux
déterminants génétiques pathogénes
responsables des surdités syndromiques et non
syndromiques au sein de la population
marocaine a été l'objectif principal de ces
travaux de thése permettant de mieux cerner
son hétérogénéité. L'analyse génétique mené
sur une famille atteinte d'une surdité non
syndromique a révélé le variant c.72delA
MPZL2. Pour les surdités syndromiques, nous
avons identifié des variants pathogénes de
COL4AS3 chez deux fréres atteints du syndrome
d'Alport et de MASP1 chez un cas atteint du
syndrome 3MC.

Nous avons aussi mis en évidence une
mutation homozygote d’ELMOD?2, codant une
GAP impliguée dans la dynamique
mitochondriale et la ciliogenese, retrouvé pour
la premiére fois chez deux patients avec
surdité et troubles du spectre autistique.
L’analyse du réseau mitochondrial du patient
et de sa mére suggere une légére altération de
la fusion du réseau mitochondrial. Nous avons
confirmé que les variants GJB2 restent
responsables de la majeure partie des surdités
non syndromiques récessives chez les patients
marocains avec 36,8%, suivie de LRTOMT
avec une fréquence de 8,63%. L’ensemble de
ces résultats contribuent a I'amélioration des
connaissances sur les surdités héréditaires au
Maroc, ainsi qu’a l'ouverture vers un meilleur
diagnostic moléculaire et la possibilité de
traitements par les thérapies géniques
émergentes.

Genetic of hereditary deafness in the moroccan population - Study of the genes MPZL2,

CO4A3, MASP1 and ELMOD2

Keywords : Deafness, moroccan population, MPZL2, COL4A3, MASP1, ELMOD2

Abstract : Hearing, mediated by the ear, if
impaired results in deafness of varying degrees
affecting some 430 million people with moderate
to severe hearing loss. This neurosensory
disability is caused by environmental factors and
genetic defects. The search for new pathogenic
genetic determinants responsible for syndromic
and non-syndromic deafness in the Moroccan
population was the main objective of this work,
allowing a better understanding of its
heterogeneity. Genetic analysis conducted on a
family with non-syndromic deafness revealed
the c.72delA variant of MPZL2. For syndromic
deafness, we identified pathogenic variants in
COL4A3 in two brothers with the Alport
syndrome, and in MASP1 in an individual with
the 3MC syndrome. We also identified

a homozygous variant in ELMOD2, encoding a
GAP involved in mitochondrial dynamics and
ciliogenesis, found for the first time in two
patients with hearing loss and autism spectrum
disorders. The analysis of the mitochondrial
network of the patient and his healthy mother
disclosed an alteration of the mitochondrial
network fusion. We confirmed that GJB2
variants remain responsible for most of the
recessive non-syndromic deafness in
Moroccan patients with 36,8% followed by
LRTOMT variants, with a frequency of 8,63%.
Together, these results contribute to the
improvement of the knowledge on hereditary
deafness in Morocco, as well as an
improvement of the molecular diagnosis,
opening novel opportunities to treat patients
with emerging gene therapies.



