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RESUME

La déficience intellectuelle (DI) définit un groupe de conditions génétiquement
hétérogenes caractérisées par ’apparition de troubles cognitifs précoces chez 1’enfant. Elle
affecte 1-3% de la population dans les pays industrialisés. La prévalence de la DI est beaucoup
plus élevée ailleurs dans le monde, en raison de facteurs sociodémographiques comme le
manque de ressources dans le systeme de santé, la pauvreté et la consanguinité. Des facteurs
non-génétiques sont mis en cause dans 1’étiologie de la DI ; on estime qu’environ 25% des cas
de DI sont d’origine génétique. Traditionnellement, les bases moléculaires de la DI ont été
investiguées par des analyses cytogénétiques, les approches de cartographie génétique et le
séquencage de génes candidats ; ces techniques de génétiques classiques sont encore mises a
rude épreuve dans 1’analyse de maladies complexes comme la DI.

La DI liée a I’X a été particulierement étudi¢e, avec plus d’une centaine de genes
identifiés uniquement sur le chromosome X. Des mutations hétérozygotes composites sont
mises en évidence dans la DI autosomique, dans le contexte d’unions non-consanguines.
L’occurrence de ce type de mutations est rare, chez des individus non-apparentés, de sorte que
les mutations dominantes de novo sont plus courantes. Des mutations homozygotes sont
attendues dans les populations consanguines ou marquées par un effet fondateur. En fait, les
bases moléculaires de la DI autosomique ont été presqu’exclusivement étudiées dans le
contexte de populations avec des forts taux de consanguinité. L’origine de la DI demeure
encore inconnue dans environ 60 % des cas diagnostiqués. En 1’absence de facteurs
environnementaux associés a la DI chez ces individus, il est possible d’envisager que des
facteurs génétiques non identifiés entrent en jeu dans ces cas de DI inexpliqués.

Dans ce projet de recherche, nous voulions explorer 1’origine génétique de la DI, dans
vingt familles, ou une transmission de la maladie selon un mode autosomique récessif est
suspectée. Nous avons mis de 1’avant les techniques de séquengage de nouvelle génération,
afin de mettre en évidence les déterminants génétiques de la DI, a 1’échelle du génome
humain. En fait, nous avons priorisé la capture et le séquencage de I’exome; soient la totalité
des régions codantes du génome humain et leurs sites d’épissage flanquants. Dans nos
analyses, nous avons ciblé les variants qui ne sont pas rapportés trop fréquemment dans

différentes bases de données d’individus contréles, ces mutations rares cadrent micux avec
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une condition comme la DI. Nous avons porté une attention particuliére aux mutations
autosomiques récessives (homozygotes et hétérozygotes composites) ; nous avons confirmé
que ces mutations ségréguent avec une transmission récessive dans la famille a I’étude. Nous
avons identifi¢ des mutations dans des génes pouvant étre a 1’origine de la DI, dans certaines
des familles analysées ; nous avons validé biologiquement I'impact fonctionnel des mutations

dans ces genes candidats, afin de confirmer leur implication dans la pathophysiologie de la DI.

Nous avons ¢€lucidé les bases moléculaires de la DI dans huit des familles analysées.
Nous avons identifi¢ le second cas de patients avec syndrome de cassure chromosomique de
Varsovie, caractérisé par des dysfonctions de ’ARN hélicase DDX11. Nous avons montré
qu’une perte de I’activité de TBC1D7, une des sous-unités régulatrice du complexe TSCI-
TSC2, est a I’origine de la pathologie dans une famille avec DI et mégalencéphalie. Nous
avons mis en évidence des mutations pathogéniques dans le geéne ASNS, codant pour
I’Asparagine synthétase, chez des patients présentant une microcéphalie congénitale et une
forme progressive d’encéphalopathie. Nous avons montré que des dysfonctions dans la
protéine mitochondriale MAGMAS sont mises en cause dans une condition caractérisée par un
retard prononcé dans le développement associé a une forme sévere de dysplasie squelettique.
Nous avons identifi¢ une mutation tronquant dans SPTBN2, codant pour la protéine
spinocerebellar ataxia 5, dans une famille avec DI et ataxie cérébelleuse. Nous avons
également mis en évidence une mutation dans P/GN, un geéne impliqué dans la voie de
biosynthése des ancres de glycosylphosphatidylinositol , pouvant étre a 1’origine de la maladie
chez des individus avec épilepsie et hypotonie. Par ailleurs, nous avons identifié une mutation
- perte de fonction dans CLPB, codant pour une protéine chaperonne mitochondriale, dans une
famille avec encéphalopathie néonatale, hyperekplexie et acidurie 3-méthylglutaconique. Le
potentiel diagnostic des techniques de séquengage de nouvelle génération est indéniable ; ces
technologies vont révolutionner 1’univers de la génétique moléculaire, en permettant

d’explorer les bases génétiques des maladies complexes comme la DI.

Mots-clés :
Déficience intellectuelle, génétique, techniques de séquengage de nouvelle génération,
séquencage d’exome, transmission autosomique récessive, DDXI1, TBCID7, ASNS,

MAGMAS, PIGN, SPTBN2, CLPB.
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ABSTRACT

Intellectual disability (ID) regroups greatly heterogeneous conditions that are
characterized by early-onset cognitive impairment. ID affects about 1-3% of Western
populations; but its prevalence is much higher in deprived regions of the world where socio-
demographic factors like poor healthcare, lack of resources and parental consanguinity prevail.
Non-genetic factors are involved in the etiology of ID; approximately 25% of ID cases are of
genetic origin. Traditionally, the molecular basis of ID have been assessed through cytogenetic
analyses, genetic mapping and candidate gene approaches. These classical genetic tools are
still put to the test in the study of complex diseases like ID.

Until recently, X-linked ID cases were the main focus of studies on ID with more than
hundred ID genes identified only on the X chromosome. Compound heterozygous mutations
are identified in autosomal forms of ID, in the context of non-consanguineous unions.
However, the occurrence of such mutations is rare in outbred populations, so that dominant de
novo mutations are most common in unrelated individuals. Homozygous mutations are
expected in consanguineous unions or in populations marked by a founder effect. In fact, the
molecular bases of autosomic recessive ID have been almost exclusively studied in
populations with high consanguinity rates. ID remains unsolved in more than 60% of patients.
In the absence of environmental factors associated with ID in these individuals, it is possible
to consider that unidentified genetic factors are involved in these unexplained ID cases.

In this research project, we used next generation sequencing technologies to highlight
the genetic causes of ID in twenty families were an autosomal recessive mode of inheritance is
expected. We prioritized the use of whole-exome sequencing, namely all coding exons in the
genome of this individual. In our analyses, we filtered out variants that were too common in
control individuals to describe a rare condition like ID. We focussed our attention on rare
autosomic recessive varaiants (homozygous and compound heterozygous), these mutations
were confirmed by Sanger re-sequencing to segregate with an autosomal recessive mode of
inheritance in the family. We identified mutations in candidate genes for ID in some of the
family analysed, we validated the functional impact of the mutations in these genes to confirm

their involvement in the pathophysiology of ID in the family studied.
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We explained the molecular basis of ID in eight of the families studied. We identified the
second case of Warsaw-Breakage-Syndrome, a rare genetic disorder characterised by
dysfunction of the RNA helicase DDX11. We showed that disruption in TBC1D7, a functional
subunit of the TSC1-TSC2 protein complex, cause ID and megalencephaly. We demonstrated
that ASNS, the Asparagine Synthetase gene, is defective in patients with congenital
microcephaly and progressive encephalopathy. We showed that the gene coding for the
mitochondrial protein MAGMAS is involved in the pathophysiology of a condition
characterised by developmental delay and severe skeletal dysplasia. We identified a truncating
mutation in SPTBN2, encoding for the spinocerebellar ataxia 5 proteins, in a family with ID
and spinocerellar ataxia. We also identified a mutation in a gene involved in the biosynthetic
pathway of glycosylphosphatidylinositol anchors; the mutation in PIGN may cause the
epilepsy and hypotonia features observed in the affected individuals of that family. Finally, we
identified a loss of function mutation in CLPB, coding for a mitochondrial chaperone, in
individuals with severe encephalopathy, hypereklexia and 3-methylglutaconic aciduria. The
diagnostic potential of next generation sequencing technologies is undeniable. These
technologies will revolutionize the world of molecular genetics; they will help deciphering the

molecular basis of complex diseases like ID.

Keywords:
Intellectual deficiency, genetics, next generation sequencing technologies, exome sequencing,

autosomic recessive, DDXI11, TBC1D7, ASNS, MAGMAS, PIGN, SPTBN2, CLPB.
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CHAPITRE I: INTRODUCTION GENERALE



Les maladies neurodéveloppementales (NDs) définissent des atteintes neurologiques
ayant un impact sur la formation et le développement du cerveau. Ces affections
apparaissent, généralement, tot dans 1’enfance ; elles peuvent également se manifester plus
tard, a I’age adulte. Les NDs sont individuellement rares ; collectivement, elles constituent
un véritable fléau socioéconomique affectant 5 a 10 % de la population. La déficience

intellectuelle est un facteur de comorbidité communément associé aux NDs.

1. La déficience intellectuelle

1.1 Définition générale

La déficience intellectuelle (DI) ou retard mental est le handicap sévere le plus
fréquent chez I’enfant. Au sens le plus large, la DI inclus les trois critéres suivants :
- des capacités intellectuelles limitées ; quotient intellectuel (QI) <70
- un déficit significatif du fonctionnement adaptatif dans au moins deux des spheres
suivantes : la communication, I’autonomie, les aptitudes sociales et interpersonnelles,
les compétences scolaires, 1’'usage des services publics, la prise de décision, le
travail, les loisirs, la santé et la sécurité.
- DPapparition des troubles susmentionnés avant 1’age de 18 ans (American Psychiatric
Association., 2000) .

L’échelle d’intelligence de Wechsler (WISC IV) est la référence internationale
utilisée dans I’évaluation de I’intelligence chez I’enfant. Elle permet de déterminer le QI en
se basant sur quatre indices factoriels : la compréhension verbale, le raisonnement perceptif,
la mémoire de travail et la vitesse de traitement de I’information. Le test de QI est
communément utilisé dans le diagnostic de la DI. Un retard global dans le développement de
I’enfant, particuliérement au niveau du langage et des aptitudes psychomotrices, est
généralement prédicateur d’une DI, lorsque le test de QI ne peut étre effectué. Typiquement,
on distingue cinq degrés de sévérité de DI, selon la performance de I’enfant au test de QI.
(Tableau 1.1, World Health Organisation, 1980) . La DI peut étre également classifiée en
deux groupes, sur la base de l’observation clinique des patients. On distingue : la DI
syndromique (DI-S), caractérisée par des signes phénotypiques, morphologiques,

métaboliques distinctifs ; la DI non-syndromique (DI-NS) définit plutot une condition ou la



DI est le seul trait clinique manifesté. Il n’est pas aisé de discriminer la DI-S de la DI-NS,
particuliérement lorsque les traits phénotypiques ne sont pas apparents. (Ropers, 2006 ;
Basel-Vanagaite, 2007) La DI-NS compte pour deux-tiers des cas de DI ; toutefois, les bases

génétiques de la DI-NS n’ont pu étre élucidées que dans 10-15% des cas diagnostiqués.

Tableau 1.1 Classification de la déficience intellectuelle en fonction du QI.

DI : déficience intellectuelle. QI : Quotient intellectuel.
(Modifié a partir de American Psychiatric Association, 2000)

DI QI Prévalence Description sommaire

Troubles neurologiques prononcés.
Développement moteur altéré. Déficit majeur
Profonde <20 1-2% dans la communication et 1’autonomie.
Patients nécessitant des soins adaptés dans un

environnement sous haute supervision.

Déficit de communication majeur (voire
o inaptitude a communiquer). Peut accomplir
Sévére 2035 | 3-4% ptitude  communiquer) omp
des taches élémentaires, avec une assistance

soutenue.

Capacité a communiquer et a étre autonome.
Modérée 35-30 10 % Fonctionnement adaptatif du patient pouvant
étre amélioré avec une assistance modérée.

Déficit mineur. DI généralement

Faible 50-70 85 % . C \ 1on .
diagnostiquée tres tard, a 1’age scolaire.
. non Individu ne pouvant étre distingué des autres
Limite 70-85 , . P A st
déterminée enfants de son age.

L’autisme et 1’épilepsie comptent parmi les maladies neuropsychiatriques les plus
fréquemment associés a la DI. Par exemple, 70% des individus présentant des troubles dans
le spectre de 1’autisme vont développer une forme de DI (Newschaffer et al., 2007 ; Mefford
et al., 2012). L épilepsie est également commune chez les patients avec DI, particuliérement
dans les cas les plus sévéres. On estime que 70-80% des enfants avec syndrome de Rett vont
avoir des crises d’épilepsie entre 3 et 5 ans (Shorvon, 2000) ; des troubles épileptiques sont
aussi diagnostiqués chez environ 90% des enfants avec syndrome d’Angelman (Dan et

Boyd, 2003) . L’épilepsie est aussi un trait clinique récurrent dans d’autres formes



syndromiques de DI comme la trisomie 21 (syndrome de Down) et le syndrome de I’X
fragile (Romano et al., 1990 ; Pueschel et al., 1991 ; Chakrabarti et Davies, 1997).

La DI est un fléau mondial affectant 1-3% de la population, toutes classes
socioéconomiques confondues (Leonard et Wen, 2002) . Sa prévalence est plus élevée dans
les pays non-industrialisés, particulicrement au sein de la classe moyenne (Drews et al.,
1995 ; Roeleveld et al., 1997 ; Durkin et al., 1998) . On estime que la DI touche environ 30-
50% plus de garcons que de filles (Stevenson et al., 2000) . Certains facteurs génétiques de
susceptibilité chez les gargons ou de protection chez les filles seraient mis en cause dans ce
phénoméne (Jacquemont et al., 2014). L’occurrence de la DI varie en fonction de sa
sévérité ; les cas de DI sévere affectent 0.3%-0.5% des populations dans les pays
industrialisés (Leonard et al., 2002). La DI modérée est la forme de DI la plus fréquente; elle
est mise en évidence dans environ 85% des cas diagnostiqués (American Psychiatric
Association., 1994).

1.2 Causes de la déficience intellectuelle
1.2.1 Causes-non génétiques

L’exposition du nouveau-né a des facteurs environnementaux durant les périodes
prénatales, périnatales ou postnatales, peut affecter le développement du cerveau de ce
dernier et résulter en une forme de DI. Par exemple, dans I’hyperphénylalaninémie
maternelle, un déficit intellectuel est observé chez des enfants, pourtant non
phénylcétonuriques, de meres avec des concentrations ¢€levées en phénylalanine. Le
syndrome d’alcoolisme fcetal est de loin la cause environnementale la plus fréquente de DI
(May et Gossage, 2001 ; Niccols, 2007) . Les infections périnatales, I’hypoxie du nouveau-
né, les malformations cérébrales, les traumatismes et autres affections menant au
développement prématuré du nouveau-né sont fréquemment associés a la DI. L’usage de
drogues ou toxines, ainsi que I’exposition a des agents tératogénes sont aussi mis en cause
dans la DI (Majnemer et Shevell, 1995 ; Curry et al., 1997) . Par ailleurs, des facteurs
sociodémographiques sous-jacents comme la malnutrition, la déprivation culturelle et la
consanguinité sont également prépondérants dans la DI (Seidman et al., 2000 ; Durkin, 2002
; Musante et Ropers, 2014) . Dans 1’ensemble, des facteurs non-génétiques contribuent a

environ 20% de 1’étiologie de la DI (Majnemer et al., 1995) . A noter que ces estimations ne



tiennent pas compte du fait que certaines causes non génétiques puissent étre elles-mémes
secondaires a des lésions génétiques, comme des mutations dans des génes exprimés au
cours de I’embryogenese ou étant requis dans le développement du cerveau du nouveau-né.
1.2.2 Causes génétiques

La DI est I’'une des conditions génétiques les plus couteuses, en termes de diagnostic
moléculaire; typiquement 5-10% des budgets en santé sont alloués a la prise en charge des
patients avec DI, dans les pays industrialisés (Tarpey et al., 2009 ; Musante et al., 2014) .
Drailleurs, la DI est la raison la plus fréquemment évoquée dans les recours aux services
génétiques (Ropers et Hamel, 2005 ; Ropers, 2010) . Les causes génétiques de la DI incluent
les aberrations chromosomiques, les réarrangements submiscroscopiques, les anomalies
d’empreinte génétique et les lésions monogéniques. Les approches cytogénétiques sont
traditionnellement utilisées, en premier lieu, dans I’investigation des patients avec DI.

On compte plus de 450 syndromes génétiques impliquant une forme de DI (Otte et
Rauch, 2013); certaines de ces maladies, en 1’occurrence les erreurs innées du métabolisme
(IEMs; inborn errors of metabolism), peuvent étre diagnostiquées par des analyses de
routine dans les laboratoires de génétique moléculaire. Typiquement, ces défauts sont mis en
¢vidence dans les fluides organiques (urine, plasma) chez le nouveau-né ; ils peuvent étre
détectés par des tests biochimiques sur les métabolites du corps humain (acides aminés,
acides organiques, glucose, cholestérol, purines, pyrimidines, substrats du cycle de Krebs)
ou encore sur certaines substances excrétées (métaux et autres toxines). Dans certains cas,
les IEMs peuvent étre diagnostiquées en étudiant les dysfonctions au sein de certaines
organelles comme les lysosomes, les peroxysomes et les mitochondries (Van Karnebeek et
Stockler, 2012 ; Van Karnebeek et al., 2014) . Les IEMs peuvent se manifester par des
atteintes neurologiques caractéristiques (troubles comportementaux, démence, épilepsie,
ataxie, difficultés psychomotrices) ; elles peuvent également se traduire par des défauts dans
d’autres systemes (dysmorphie faciale, malformations gastro-intestinales et cardiaques,
problémes de croissance, dysfonctions rénales ou hépatiques). L’évaluation des maladies
métaboliques rentre en ligne de compte dans la prise en charge des patients avec DI. Dans
certains cas, des analyses moléculaires, dans une deuxieme phase, sont nécessaires afin de

confirmer le diagnostic. Certaines IEMs peuvent étre traitées si elles sont diagnostiquées tot;



des exemples bien documentés sont ceux de la phénylcétonurie et de la tyrosinémie.

La DI est génétiquement hétérogene; on dénombre environ 500 génes connus de DI ,
il pourrait y avoir 800 a 1000 geénes de DI (Ropers, 2010) . Des facteurs génétiques sont mis
en cause dans 25% de la DI (Mclaren et Bryson, 1987 ; Srivastava et Schwartz, 2014).
L’origine de la DI ne peut étre déterminée chez 50-60% des patients, particuliérement dans
les cas de DI-NS. En I’absence de facteurs environnementaux associés a la DI chez ces
patients, il est possible d’envisager que des facteurs génétiques non-identifiés seraient mis en

cause dans ces cas de DI encore inexplorés (Rauch et al., 2006 ; Ropers, 2008) .
1.3 Etudes génétiques sur la déficience intellectuelle

1.3.1 Etudes cytogénétiques

Les analyses cytogénétiques ont jeté les bases des études génétiques menées sur la DI
avec le caryotype. Depuis, d’autres techniques comme ’hybridation en fluorescence in situ
(Fluorescence in situ hybridization, FISH), la MLPA (Multiplex ligation-dependent probe
amplification), I’hybridation génomique comparative (Comparative genomic hybridization,
CGH) et plus récemment les techniques de puces d’ADN (array-CGH) ont grandement
contribu¢ a I’identification des causes génétiques de la DI. Des défauts cytogénétiques sont
communément mis en évidence dans des formes syndromiques de DI incluant les syndromes
de Turner, de Klinefelter, d’Angelman et de Prader-Willi (Rauch et al., 2006 ; Ropers, 2010)
On détecte des variations du nombre de copies (Copy number variations ou CNVs chez 10-
15% des patients avec DI (Zahir et Friedman, 2007). Les études cytogénétiques ont permis
d’¢lucider les causes génétiques de la DI chez environ 15% des patients avec DI sévére, et
approximativement 25% des cas de DI en général (Leonard et al., 2002 ; Ropers, 2010) . Ces
approches sont toutefois limitées a la détection d’aberrations chromosomiques
macroscopiques ou submicroscopiques dont la résolution varie entre 15 Mb et 100 kb.
1.3.2 Séquencage de génes candidats

Des 1ésions génétiques a plus petite échelle, non détectables en cytogénétique, sont
également mises en cause dans la DI. Le séquencage classique par la méthode PCR
(Polymerase chain reaction) — Sanger est une technique de choix dans I’étude de ce type de
mutations. Les approches de séquencage de génes candidats ont été utilisées dans

I’identification des geénes de DI. Par exemple, le séquencage Sanger de la totalité des régions



codantes de 718 genes sur le chromosome X a permis d’identifier 9 nouveaux genes de DI
dans une cohorte de 208 familles avec DI liée au chromosome X (DI-X , Tarpey et al.,2009).
D’autres projets d’envergure ont également contribué aux connaissances sur la DI. Par
exemple, le séquencage Sanger du gene codant pour la protéine synaptique SYNGAPI1
(MRDS5 ; [MIM:612621]) dans une cohorte de 94 patients avec DI-NS a permis de mettre en
évidence des mutations de novo a I’origine de la DI chez 3 patients de cette cohorte
(Hamdan FF et al.,2009). Depuis, des cas additionnels avec mutations dans SYNGAPI ont
¢été rapportés, faisant de SYNGAPI 'un des genes les plus fréquemment impliqués dans les
formes modérées ou séveres de DI-NS. Une autre étude visant le séquencage ciblé de 197
genes codant pour des récepteurs glutamatergiques et leurs partenaires d’interaction dans
une cohorte de 95 patients avec DI-NS a permis d’identifier des mutations causales de novo
dans 6 autres geénes de DI: CACNG2 (MRDI10 ; [MIM:614256]), EPB41L1 (MRDI11;
[MIM:614257]) , GRINI , KIF1IA (MRD9; [MIM:614255]) , SHANK3 [MIM:613950] et
STXBP1 [MIM:612164] (Hamdan et al., 2011) .

Le potentiel de découverte des approches de geénes candidats est limité par nos
connaissances sur certains systémes biologiques. Ces techniques sont restreintes a 1’analyse
ciblée d’une fraction de geénes ; elles ne tiennent donc pas compte des autres déterminants
génétiques impliqués dans la DI. Par ailleurs, les études de geénes candidats requierent de
grandes cohortes de patients, afin d’identifier de nouveaux génes et de répliquer les résultats.
Par exemple, dans I’étude de Tarpey PS, la cause de la DI-X n’a pu étre confirmée que dans
25% des familles analysées. Dans plus de 70% de ces familles, une cause génétique était
suspectée, mais elle n’a pu €tre confirmée, faute dans de cas additionnels. La caractérisation
phénotypique des patients est un facteur clé, lorsqu’on veut répliquer les résultats de ce
genre d’études. En effet, la cohorte de patients se doit d’étre le plus homogeéne possible, ce
qui est particulierement difficile dans la DI-NS. La priorisation de genes candidats
s’applique davantage lorsqu’ on n’a qu’une poignée de genes a étudier. Elle se préte mieux
dans des situations ou une cartographie génétique a été préalablement réalisée, afin de

restreindre le nombre de génes potentiels a s€quencer.
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1.3.3 Cartographie génétique

Les ¢études sur la DI-X ont été facilitées par les particularités de la transmission liée
au chromosome X : la mére est obligatoirement hétérozygote pour la mutation causale et
tous ses garcons hémizygotes pour I’alléle mutant manifestent nécessairement le phénotype.
Dans le cas d’une transmission autosomique, il est beaucoup plus ardu de déceler le mode de
transmission impliqué (dominant ou récessif), sur simple observation du pédigrée de la
famille. Traditionnellement, on a plutdt recours aux approches de cartographie génétique,
afin d’identifier des locus statistiquement associé€s au trait génétique a 1’étude. Le pouvoir
statistique de ces analyses dépend du devis 1I’étude. En fait, ces techniques nécessitent
généralement de grandes cohortes de patients ou des familles avec un nombre significatif
d’individus affectés pour pouvoir gagner en résolution. Elles se prétent donc peu a I’analyse
de conditions rares comme la DI.

Les connaissances sur la DI autosomique (DI-A) ont été grandement limitées par le
fait que, dans les pays industrialisés, ou la plupart des études sont menées, la tendance est a
faire de moins en moins d’enfants. De fait, dans ces pays, les cas de DI sont sporadiques ;
c’est a dire qu’ils surviennent généralement dans de petites familles avec un seul individu
affect¢ Dans 1’étude de la DI-A, I’emphase a été mise sur I’analyse de cas familiaux issus
d’unions consanguines. Certaines particularités inhérentes a ce type d’unions peuvent étre
mises a profit dans I’exploration des causes génétiques de maladies récessives rares comme

la DI (voir 2. La consanguinit¢).
1.4 Bases moléculaires de la déficience intellectuelle

1.4.1 Déficience intellectuelle liée au chromosome X

La DI-X (Base de données OMIM, acronyme MRX) est de loin la forme la plus
explorée de DI avec plus de 215 syndromes génétiques associés (Chiurazzi et al., 2008 ;
Tarpey et al., 2009). Le syndrome de 1I’X fragile, causé par des mutations dans le gene
FMR1 [MIM:300624], totalise pour 10-12% des cas de DI-X. Il s’agit de la forme la plus
fréquente de DI-X (Mandel et Chelly, 2004 ; Kleefstra et Hamel, 2005) . Des lésions
génétiques dans d’autres genes sur le chromosome X sont également communes dans la DI-
X ; c’est le cas notamment des genes ARX (MRXARX ; [MIM:300419]), ATRX
(MRXSHFI; [MIM:309580]), CDKLS5 [MIM:300672],  JARIDIC  (MRXSCJ;
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[MIM:300534]), MECP2 [MIM:312750] , OPHNI (MRXSO; [MIM:300486]), POBPI
[MIM:309500] et SLC6A48 [MIM:300352].

La DI-X est particulicrement fréquente chez les garcons , avec une prévalence de
1/600 a 1/1000 (Gecz et al., 2009). Le taux de masculinité est de 1.4 pour la DI-X sévere ; il
s’¢éleve a 1.9 pour la DI-X faible (Ropers et al., 2005). Des différences dans 1’organisation
des circuits neuronaux , entre garcons et filles , ou dans les patrons d’expression de génes du
chromosome X exprimés dans le cerveau , ont été¢ avancées pour expliquer la plus grande
prévalence de la DI-X chez les garcons ; ces hypotheses n’ont toutefois pas été appuyées par
des études (Skuse, 2005) . La contribution génétique du chromosome X ne suffit pas pour
expliquer, I’exces de la DI chez les gargons. On compte plus d’une centaine de génes de DI-
X qui ne totalisent toutefois que 10-12% de la DI chez les hommes (Mandel et al., 2004 ;
Kleefstra et al., 2005). Par ailleurs, en dépit du grand nombre d’études menées sur la DI-X, il
y a peu de nouveaux genes de DI qui sont identifiés. En fait, on estime qu’une fraction de
genes explique une proportion significative de la DI-X. Par exemple, une vingtaine de génes
sur le chromosome X sont impliqués dans plus de 30% de la DI-X non-syndromique,
laquelle totalise pour les deux tiers de la DI-X. La contribution de cette poignée de genes
dans 1’étiologie de la DI-X pourrait étre plus importante, étant donné que la majorité d’entre
eux n’ont été identifiés que récemment (Ropers et al., 2005).
1.4.2 Déficience intellectuelle autosomique
Le chromosome X ne compte que 5% des genes du génome humain, on peut donc estimer
qu’il y aurait plus de 2500 genes autosomaux pouvant causer la DI (Ropers et al., 2005 ;
Musante et al., 2014) . Dans la base de données OMIM, on compte environ 300 génes de DI-
A, ce qui suggere qu’une bonne proportion des génes de DI seraient localisés sur les
autosomes. Les formes de DI les plus séveres sont généralement létales ; elles peuvent
¢galement avoir un impact important sur la fertilit¢ et les capacités reproductives des
individus affectés, de sorte qu’on estime qu’elles sont majoritairement causées par des
mutations dominantes de novo (Rauch et al., 2006 ; Ropers, 2010 ; De Ligt et al., 2012 ;
Veltman et Brunner, 2012) . Des mutations dominantes a pénétrance incompléte ou a
expressivité variable peuvent étre également mises jeu dans les formes de DI modérées. Une

transmission autosomique récessive est attendue dans une fraction significative de la DI,


http://www.omim.org/entry/300534
http://www.omim.org/entry/312750
http://www.omim.org/entry/300486
http://www.omim.org/entry/309500
http://www.omim.org/entry/300352
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particuliérement chez les patients avec DI-NS. (Basel-Vanagaite et al., 2007 ; Ellison et al.,
2013) Des mutations hétérozygotes composites sont mises en évidence dans la DI-A, dans le
contexte d’unions non-consanguines ; toutefois 1’occurrence de ce type de mutations est rare
chez des individus non-apparentés, de sorte que le cas de figure le plus fréquent est celui des
mutations dominantes. Des mutations homozygotes récessives sont davantage rencontrées

dans les populations avec un fort taux de consanguinité (Figure 1.1).

A. homozygote B. hétérozygotes composites

O 0

Figure 1.1 Modeles de transmission d'un trait autosomique récessif.

A.Transmission homozygote B. Transmission hétérozygote composite (ou composée
génétique). Les croix rouges ou bleues représentent une mutation homozygote ou
hétérozygote composite, selon le cas.

2. La consanguinité
2.1 Généralités

La consanguinit¢ traduit 1’union entre deux individus apparentés. On estime
qu’environ 10% de la population mondiale vit dans une union consanguine ou est issue d’un
mariage consanguin (Bittles et Black, 2010) . En génétique, une union consanguine définit la
reproduction sexuée entre deux individus étant, aussi peu apparentés que des cousins de

deuxieme génération (Figure 1.2; Bittles , 2001) . Les mariages consanguins sont
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traditionnellement acceptés dans certaines régions du monde, au sein d’une zone
géographique délimitée a I’Est par le Pakistan et 1’ Afghanistan, a 1’Ouest par le Maroc et au
Sud par I’Inde. (Figure 1.3) Plus d’un milliard d’individus vivent dans des régions ou la
consanguinité fait partie des mceurs, majoritairement dans des groupes socioculturels
d’Afrique du Nord, du Moyen-Orient et de 1’Ouest de I’Asie. Dans ces communautés, en
moyenne 20-50% des mariages impliquent des membres de la méme famille (Hamamy et al.,
2011). Les taux de consanguinité les plus €levés ont été répertoriés dans certaines régions de
I’Inde (55%) et du Pakistan (77%) (Puri et al., 1978 ; Hashmi, 1997). Culturellement, les
unions entre des cousins de premicre génération ou de type oncle-niéce sont celles qui sont
le plus fréquemment rencontrées. (Figure 1.2).

La préservation de I’héritage familial et des valeurs culturelles, la facilité¢ dans les
arrangements maritaux et la réduction des couts de la dot sont autant de facteurs
socioéconomiques prédisposant dans la consanguinité. Les unions entre individus apparentés
sont particulierement fréquentes au sein de certains groupes isolés caractérisés par un grand
effet fondateur, et ce méme dans les pays occidentaux. L’isolement de ces populations peut
étre d’origine géographique (Canadiens-Francais du Lac Saint-Jean, Acadiens des
Maritimes), religieuse (Mormons, Huttérites, Juifs Ashkénazes) ou culturelle (Gitans). Le
taux de mariages consanguins est également élevé dans certains groupes d’immigrants,

particulierement lors de 1’établissement de ces populations.
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Figure 1.2 Pédigrées illustrant différents degrés de consanguinité dans des familles.

A.Union entre cousins de deuxiéme génération. Coefficient de consanguinité (F) = 1/64.
B. Union entre cousins de premiere génération. F = 1/16. C. Union oncle-niéce. F =1/8.
Coefficien de consanguinité : mesure de la probabilité que deux alléles d’un invidivu
soient identiques par descendance.



%o of consanguineous marriages

[] unknown
[ ] less than 5%
[ ] 59%
10-19%
1 20-29%
B 30-39%
Bl 40-49%
Bl s50+%

Figure 1.3 Carte géographique représentant la répartition du taux de consanguinité dans le monde. (Hamamy et al.,2011)
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2.2 Impact

Les unions consanguines sont caractérisées par un fort taux de natalité, en dépit du fort
taux de mortalité infantile observé. Plusieurs facteurs contribuent a expliquer ce phénomene.
Traditionnellement, les femmes sont amenées a la maternité beaucoup plus tot (peu apres la
puberté) et vont continuer de concevoir a des ages plus avancés (proche de la ménopause). La
pression sociale et les mceurs font que 1’écart entre le nombre de grossesses est généralement
plus court ; la période de reproduction commence peu apres la cessation de 1’aménorrhée
lactationnelle. Le risque de récurrence des maladies génétiques rares est considérablement plus
¢levé dans ce type d’unions, notamment a cause du fort taux de natalité observé et de la plus
grande proportion d’all¢les récessifs impliqués.

Dans une union entre individus apparentés, il y a concentration du matériel génétique.
De fait, des cousins de premiére génération, partagent environ 1/8 de leur génome, de sorte
que leurs progénitures sont homozygotes pour 1/16 de leurs alleles (Hamamy et al., 2011) .
Les individus issus d’une union consanguine sont donc plus a risques de manifester des traits
récessifs rares. La prévalence des malformations congénitales est particulicrement élevée dans
les familles consanguines (Tadmouri et al., 2009 ; Zlotogora et Shalev, 2010) . Une étude
prospective menée a Birmingham sur des Britanniques d’origine pakistanaise a montré que les
enfants issus de ces communautés, caractérisées par un taux de consanguinité élevé, héritent
dix fois plus de malformations congénitales transmises de facon récessive. Ces maladies sont
particulierement séveéres résultant généralement en une mort prématurée de I’enfant (Modell et
Darr, 2002). Les auteurs de cette étude estiment aussi que le taux de morbidité infantile dans
cette communauté anglo-pakistanaise pouvait étre réduit de 60%, uniquement en cessant la
tradition de mariages consanguins (Bundey et Alam, 1993) . Plusieurs maladies génétiques
ségréguent dans les familles consanguines ; de ces maladies, les anomalies du tube neural, les
malformations cardiaques congénitales, la microcéphalie, la cécité, la surdité et les troubles
neurodéveloppementaux sont celles qui sont les plus fréquemment rencontrées (Mitsui et al.,
1994 ; Bittles, 2001 ; Bittles et al., 2010 ; Mahmood et al., 2011) .

La consanguinit¢ un facteur prépondérant dans les troubles neuropsychologiques
(Mitsui et al., 1994) . Des études rapportent d’ailleurs une régression du QI des enfants en

fonction du degré de consanguinité de leur parents (Bashi, 1977 ; Morton, 1978 ; Jensen, 1983
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; Woodley, 2009). L’incidence de la DI est élevée dans les mariages consanguins,
particuliérement dans le cas des formes modérées et séveéres de DI. Des études menées en
Suéde et aux FEtats-Unis respectivement ont montré que la DI est trois & quatre fois plus
fréquente chez les enfants issus de cousins de premiére génération, comparativement a des
enfants de parents non consanguins (Book, 1957 ; Reed et Reed, 1965). Les résultats de
Madhavan et Narayan abordent dans le méme sens; ils ont notamment observé que la DI est
plus fréquente dans les couples consanguins ; et ce , majoritairement dans les unions de type
oncle-nicce (Madhavan et al., 1991) . La régression du QI observée dans les familles
consanguines correle avec une forte ségrégation d’alléles récessifs rares, tel qu’observé par
les travaux de Morton qui a mis en évidence 325 loci récessifs ségréguant avec le QI des
enfants issus d’unions entre individus apparentés (Morton, 1978) . En effet, les individus issus
d’unions consanguines héritent plus fréquemment d’haplotypes récessifs que dans la
population générale ; ces blocs d’haplotypes sont également plus grands que ceux observé
chez des individus non-apparentés (Kirin et al., 2010).

Les familles consanguines sont caractérisées par une forte homogénéité génétique ; de
fait, elles se prétent mieux a I’étude de maladies génétiques impliquant des all¢les récessifs. Le
taux de natalité est particulierement élevé dans ce type d’unions, ce qui contribue a augmenter
le risque de récurrence de ces maladies récessives. Typiquement dans les unions consanguines,
il y a davantage de cas familiaux (& ’opposé de cas sporadiques) pour pouvoir mener des

¢tudes classique de liaisons ou d’association génétique.
2.3 Cartographie de ’autozygome

Les individus issus d’une union consanguine héritent d’une plus grande proportion
d’alleles identiques par descendance (IBD, identical by descent). De fait, a cause de leur
apparentement génétique ou coefficient de consanguinité (F), ils ont une plus grande
probabilité d’étre homozygotes pour un méme marqueur génétique transmis par descendance.
Deux alleles sont dits IBD , lorsqu’ils proviennent de la méme copie d’un alléle ancestral
commun (Anderson et Weir, 2007) . L’autozygome définit I’ensemble des haplotypes pour
lesquels un individu est IBD (Alkuraya, 2010) . La cartographie de 1’autozygome (Figure 1.4)
permet de mettre en €vidence les alleles récessifs, en cartographiant I’ensemble des régions

d’homozygotie (RH) dans le génome d’un individu (Lander et Botstein, 1987) . Une RH
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définit un bloc de marqueurs génétiques pour lesquels un individu est homozygote. La
puissance de la cartographie dépend de la résolution des RH, c’est a dire la distance minimale
entre deux marqueurs génétiques consécutifs.

La cartographie de 1’autozygome est basée sur le génotypage de polymorphismes
génétiques. Originalement, les fragments de restriction (RFLP, restriction fragment length
polymorphism), les microsatellites et les CNVs étaient les types de polymorphismes les plus
couramment génotypés. Les polymorphismes nucléotidiques (SNP, single nucleotide
polymorphism) sont désormais les marqueurs génétiques les plus utilisés ; ils représentent les
polymorphismes les plus fréquents du génome humain (1 SNP / kb). Le génotypage a haut-
débit a fait de la cartographie de I’autozygome une technique de choix dans 1’étude des
maladies qui mettent en jeu des alléles récessifs rares (Alkuraya, 2013 ; Musante et al., 2014).
La cartographie de l’autozygome présente certains avantages qui lui permettent de se
démarquer des autres approches de génétique classique. Par exemple, elle peut étre appliquée
dans I’étude de petites familles, contrairement aux autres approches de cartographie dont le
pouvoir de détection dépend grandement du nombre de cas familiaux a analyser. Par ailleurs,
I’autozygome peut étre mis en évidence a partir d’un seul individu, ce qui est un atout majeur
dans I’é¢tude de conditions rares qui, comme la DI, impliquent bons nombres de cas
sporadiques (voir 1.3.3 cartographie génétique). Conceptuellement, la cartographie des RH
n’est pas restreinte qu’a I’étude d’un type de familles en particulier. Toutefois, ce type
d’approches se préte mieux a I’étude de cas issus d’unions consanguines, en raison du grand
nombre d’alleles récessifs IBD transmis. D’ailleurs, a ce jour, les génes de DI-AR ont presque
tous ¢été identifiés par cartographie des RH dans des populations consanguines. Typiquement,
une transmission homozygote récessive est suspectée, dans le contexte d’unions consanguines;
toutefois, il n’est pas exclu que d’autres modes de transmission soient mis en jeu dans ces
familles. La cartographie de 1’autozygome est limitée a I’analyse des alleles homozygotes. De
fait, elle ne tient pas compte des autres types de mutations transmises ; notamment les
mutations hétérozygotes composites, lesquelles peuvent étre également mises en évidence

dans les familles consanguines ou marquées par un effet fondateur.
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Figure 1.4 Transmission d'une mutation récessive dans une union consanguine.
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Une mutation récessive est transmise dans la famille, a partir d'un méme
ancétre commun. D’autres marqueurs génétiques sont transmis en méme
temps que la mutation récessive. A chaque méiose, il y a une recombinaison des
différents marqueurs génétiques. Les individus affectés issus d’unions
consanguines ont plus de chance d’hériter des deux copies de la méme
mutation ancestrale ; ils sont homozygotes pour cette mutation. L’ensemble des
haplotypes pour lesquels ces individus sont homozygotes pour les mémes
marqueurs génétiques constitue I'autozygome. La cartographie de I'autozygome
permet d’identifier la mutation récessive, en ciblant les régions d’homozygotie
partagées entre les individus affectés.

Typiquement, la cartographie de 1’autozygome met en évidence des d’haplotypes
pouvant contenir plusieurs dizaines voire des centaines de génes candidats; des approches
subséquentes de cartographie fine et de séquengage Sanger sont nécessaires, afin d’identifier
la cause génétique du trait a 1’é¢tude. Une alternative, pour réduire le nombre de régions
candidates a analyser, consiste a cibler les RH partagées entre plusieurs individus affectés

d’une méme famille. Il peut étre aussi utile d’exclure les RH retrouvées chez les individus non
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affectés de la famille; cette pratique peut toutefois générer des faux positifs (Abu-Safieh et al.,
2013 ; Alkuraya, 2013) . Dans certains cas, les événements de recombinaison génétique
contribuent a réduire considérablement la taille de 1’haplotype ancestral comportant la

mutation causale; de sorte que les RH candidates sont difficilement identifiables.

3. Les techniques de séquencage de nouvelle génération
Les techniques de séquencage de nouvelle génération (NGS, Next generation

sequencing) ont vu le jour en 2005, dans la foulée du projet de séquengage du génome humain.
Typiquement on parle de NGS ou MPS (Massive parallel sequencing), lorsqu’on fait
référence aux approches de séquencage de deuxiéme génération. Les approches classiques de
séquengage Sanger se classent parmi les techniques de séquengage de premicre génération.
Elles sont essentiellement basées sur la séparation électrophorétique des produits de PCR dans
des réactions de séquencage individuelles (Sanger et al., 1977 ; Swerdlow et al., 1990 ;
Hunkapiller et al., 1991) . Les NGS, quant a elles, permettent 1’amplification clonale d’une
molécule d’ADN dans plusieurs réactions en simultanée. Il existe plusieurs variantes dans les
protocoles d’amplification (en émulsion ou sur phase solide) et de séquencage (terminaison
réversible, en temps réel, par ligation et pyroséquencage) adoptés par les NGS (Bentley, 2006
; Shendure et Ji, 2008 ; Metzker, 2010) . Ces approches de séquencage a haut débit promettent
de révolutionner I'univers de la génétique, en rendant possible le séquencage d’importantes
quantités de matériel génétique a I’échelle du génome humain, rapidement et & moindres colits
(Margulies et al., 2005 ; Metzker, 2010) . Par exemple, on estime qu’il a cofit¢ environ 72
millions de dollars US pour séquencer le génome de Craig Venter par séquengage Sanger
(Levy et al., 2007) , comparativement au million de dollars US investi pour séquencer le
génome de James Watson en utilisant les NGS (Wheeler et al., 2008) . Les récents progres
technologiques ont contribués a diminuer les colts du séquengage ; aujourd’hui il est possible
de séquencer le génome humain pour aussi peu que trois mille dollars. Actuellement, nos
connaissances sur la structure du génome humain et notre habileté a les interpréter sont encore
limitées, de sorte que les NGS ont été principalement utilisées dans 1’analyse de la portion la

plus explorée du génome, soit I’exome.
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3.1 Capture et séquencage d’exome

L’exome regroupe la totalité des régions codantes du génome et leurs sites introniques
flanquants. Bien qu’il ne représente que 1.5% du génome humain, I’exome constitue la portion
la plus informative du génome avec plus de 180 000 séquences codantes ; il totalise
approximativement 85% des mutations causales associées a des maladies génétiques (Botstein
et Risch, 2003 ; Pussegoda, 2010 ; Gilissen et al., 2012). De fait, le séquencage de 1’exome
(WES, Whole-exome sequencing) constitue la meilleure approche pour étudier les maladies
complexes comme la DI, parce qu’il permet la recherche directe de mutations a 1’échelle de
I’exome ou du génome.

Plusieurs plateformes commerciales (Agilent, Illumina, Nimblegen) permettent de
mettre en évidence 1’exome, en procédant selon des protocoles de capture par hybridation.
(Figure L.5). Brievement, I’ADN génomique d’un individu est fragmenté¢ ; puis il est dénaturé,
afin de permettre la ligation d’adaptateurs universels pour le séquengage. L’ADN simple brin
est ensuite hybridé a une librairie synthétique apprétée de fagon a reconnaitre 1’exome ; la
composition de la librairie peut étre adaptée aux besoins de 1’expérience (capture du génome,
de ’exome ou de certains genes cibles). Typiquement, la librairie de I’exome est composée
des séquences codantes références CCDS (Consensus coding sequence) et Refseq de NCBI
(Pruitt et al., 2009) . Les librairies sont régulicrement mises a jour, afin d’inclure toutes les
séquences références annotées dans le génome humain. Les séquences de ces librairies
synthétiques sont préalablement biotinylées ; ce qui permet la capture des séquences-cibles sur
des billes de streptavidine, selon ’interaction entre la biotine et la streptavidine. Le matériel
capturé est ensuite isolé, puis séquencé en faisant appel a des séquenceurs a haut-débit ; les

plateformes de séquencage d’Illumina et d’ABI sont les plus communément utilisées.

3.2 Interprétation et analyse des données de séquencage

Le WES génére des milliers de séquences de 100 pb en moyenne, lesquelles doivent
étre alignées a un génome référence, afin de détecter les variants contenus dans 1I’exome.
L’analyse d’une aussi importante quantit¢ de matériel génétique requiert certaines
connaissances en bioinformatique, ainsi que des ressources logistiques considérables.
Plusieurs plateformes et logiciels informatiques sont utilisés pour traiter les données de

séquencage. Ces outils informatiques permettent notamment d’annoter les variant identifiés ;
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en recueillant autant d’informations pour les caractériser comme la position génomique du
variant, le nom du geéne affecté par le variant, le type de mutation engendrée, I’impact de la
mutation sur protéine résultante et la fréquence allélique du variant dans différentes bases de

données d’individus controles.
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Figure L.5 Protocole de capture par hydribation.
(Modifiée a partir de Bamshad et al.,2011)

On compte en moyenne 20 000 polymorphismes (ou variants) dans I’exome d’un individu
(Nget al., 2009) , de sorte qu’il devient ardu d’identifier la mutation causale dans la maladie a
I’étude. Typiquement dans 1’étude d’une maladie monogénique rare, la cause génétique doit
satisfaire les criteéres suivants :

- la mutation causale est retrouvée uniquement chez les individus affectés, c’est a dire
qu’elle n’est pas également retrouvée dans le méme état (homozygote ou hétérozygote)
chez des individus non-affectés

- la mutation causale a un impact fonctionnel sur la protéine résultante
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- des dysfonctions dans le géne muté causent un phénotype chez les individus affectés

Différents filtres doivent étre appliqués dans I’analyse des résultats de séquengage a
haut-débit. (Figure 1.6). D’abord, il est primordial d’effectuer un contréle minutieux des
données générées, afin de se départir des séquences de mauvaise qualité. Dans le cas
particulier du WES, I’analyse doit étre centrée sur I’exome du patient. Dans 1’étude de
maladies génétiques rares, il est important de filtrer les variants rapportés trop fréquemment
(fréquence allélique inférieure a 1%) dans des cohortes d’individus controles; ces variants
peuvent étre mis en évidence en criblant différentes bases de données référence comme
dbSNP (Single Nucleotide Polymorphism Database), et 1000 Genome (Sherry et al., 2001 ;
1000 Genomes Project Consortium et al., 2010). On estime qu’environ 95% des variants dans
I’exome sont des polymorphismes (Gilissen et al., 2012). Il y a en moyenne de 300 a 500
variants rares par exome ; soit approximativement 2% des variants identifiés dans I’exome
d’un individu (Bamshad et al., 2011) .

Il revient, par la suite, de sélectionner les mutations candidates; c’est a dire celles qui
ségréguent avec la transmission de la maladie dans la famille. On peut par exemple, spécifier
le type de mutations désirées (mutations hétérozygotes, homozygotes). Une mutation est
généralement considérée comme étant hétérozygote lorsqu’elle est identifiée dans au moins
20% des séquences alignées au génome ; un minimum de 80% de couverture des lectures est
requis pour désigner une mutation homozygote (Gilissen et al., 2012) . On observe en
moyenne une dizaine de mutations homozygotes et une a cinq mutations de novo rares dans
I’exome d’un individu. 11 est parfois plus ais¢ d’avoir recours a des approches de cartographie
geénétique, parallelement au WES, afin de faciliter le processus d’identification des mutations
causales (Figure 1.6). Les mutations candidates peuvent également étre priorisées selon leur
impact fonctionnel sur la protéine résultante. Des algorithmes (Sorting Intolerant From
Tolerant - SIFT ; Prediction of functional effects of human nsSNPs - Polyphen) permettent de
prédire le potentiel pathogénique d’un variant d’aprés des paramétres comme la conservation
phylogénique du nucléotide ou de 1’acide aminé affecté par la mutation ou encore 1’impact de
la mutation sur la structure de la protéine (Kumar et al., 2009b ; Adzhubei et al., 2010).
Typiquement, les mutations synonymes ou celles qui sont retrouvées en dehors des sites

consensus d’épissage sont filtrées, parce qu’elles ont un faible potentiel délétere.
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Le WES s’est rapidement établi comme un puissant outil dans le diagnostic clinique.
Uniquement entre 2009 et 2011, l'utilisation du WES aura permis d’¢lucider les bases
moléculaires de plus de 90 maladies génétiques Gilissen et al. (2011) . Dans le cadre du projet
pancanadien FORGE (Finding of Rare Disease Genes), 1’application du WES a permis
d’identifier la cause génétique de 146 maladies rares ; mettant en évidence 67 geénes qui
n’avaient pas été préalablement associés a une maladie génétique (Beaulieu et al., 2014) . Les
NGS ont été beaucoup utilisées dans l’exploration des causes génétiques de la DI ;
particuliérement dans les formes de DI-NS .(Kaufman et al., 2010 ; Vissers et al., 2010 ;
Najmabadi et al., 2011 ; De Ligt et al., 2012 ; Musante et al., 2014) . Par exemple , entre 2002
et 2011 , on ne comptait que 8 geénes de DI-AR non-syndromique; une trentaine de nouveaux
genes ont depuis été identifiés par WES (Musante et al., 2014) . Conceptuellement, les NGS
peuvent étre appliquées dans I’analyse des maladies monogéniques , peu importe leur modele
de transmission (autosomique dominant, de novo, homozygote récessif, composées génétiques
ou encore li¢ au chromosome X) ; et ce sans avoir recours a une approche de cartographie

génétique (Bamshad et al., 2011 ; Gilissen et al., 2012 ; Beaulieu et al., 2014) (Figure 1.7) .

Il. variants dans I'exome

lll. variants rares ou uniques
(fréquence allélique < 1%)

IV. variants candidats
(apres études de ségrégation)

V. mutation(s)
causale(s)

Figure 1.6 Exemple d’approche de filtration de genes.

Les filtres sont appliqués successivement.
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Bien qu’elles aient grandement contribuées au diagnostic moléculaire, 1’application des
NGS est encore mise a rude épreuve; ces technologies sont encore en pleine effervescence ,
des améliorations doivent étre apportées, afin de faire les progresser ces technologies et de les

utiliser a leur plein potentiel.

liaison cartographie composées
génétique de l'autozygome génétiques
e f

mutations genes
de novo candidats

_ overlap

Figure 1.7 Utilisation du séquencage d'exome dans le diagnostic clinique.
Modifiée a partir de Gilissen et al.,2012

Quelques stratégies utilisées pour identifier la cause génétique d’une maladie a 1’aide du séquencage
d’exome. a et b. Le séquencage d’exome est fait parallélement a une approche de cartographie
génétique : liaison génétique (a) ou cartographie de I’autozygome (b). L’exome d’un (ou de plusieurs)
individu affecté est séquencé et la cause génétique de la maladie est identifiée parmi les variants
contenus dans les régions candidates cartographiées. b et c. Stratégies utilisées pour cibler la cause
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génétique de maladies récessives transmises selon un mode homozygote (b) ou composés génétiques
(¢). c. L’exome de I’individu affecté est séquencé, et 1’attention est portée sur les génes touchés par
plus d’une mutation. Dans ce mode de transmission, deux mutations récessives causales (hétérozygote
composites ou composées génétiques) sont attendues dans un géne, selon le modele du double hit. d et
e. Stratégies généralement utilisées pour cibler la cause génétique de maladies transmises selon un
modéle dominant. d. L’exome d’au moins un individu affecté est s€quencé ; la cause de la maladie est
identifiée parmi les mutations partagées par les individus affectés séquencés. e. Dans cette approche, le
séquencage d’exome est appliqué a I’analyse d’un trio composé d’un individu affecté et de ses parents.
L’analyse est portée sur la recherche de mutations de novo, c’est a dire présentes uniquement chez
I’individu affecté. Cette approche est généralement priorisée dans 1’étude de maladies particulierement
séveres de sorte qu’elles ne peuvent étre transmises aux générations futures soit parce qu’elles sont
létales ou parce qu’elles affectent les capacités reproductives des individus. Les déterminants
génétiques impliqués dans ce type de maladies sont généralement acquis de novo. f. L’exome de
I’individu affecté est séquencé et I’analyse est axée sur une fraction de génes candidats.

4. Les affections de la synapse

Les progres technologiques ont grandement contribué¢ a 1’identification de nouveaux
génes de DI, et par le fait méme aux connaissances sur les mécanismes impliqués dans la
pathophysiologie de la DI. Globalement, les maladies neurodéveloppementales, incluant la, DI
décrivent des affections de la synapse. Conceptuellement, les causes non-génétiques mises a
part, 1’¢étiologie de la DI peut étre définie par des défauts survenant de maniere précoce au
cours du développement du cerveau et d’autres irrégularités apparaissant plus tard, apres que

les réseaux neuronaux aient été implantés.
4.1 Les malformations congénitales précoces du développement cortical

La DI est communément associée a des défauts dans la neurogenese et/ou dans la mise
en place du cortex cérébral. Le cortex est formé de plusieurs couches de cellules renfermant
différents types de neurones et de cellules gliales. Ces cellules sont induites dans le
neuroépithélium; puis elles se différencient et migrent vers leur destination finale, ou elles sont
disposées de maniére a donner naissance au cortex cérébral proprement dit. La formation du
cortex est dictée par des gradients de morphogenes et autres signaux extracellulaires exprimés
par les progéniteurs neuronaux et les structures environnantes. Des dysfonctions dans le
processus de formation et/ou de développement du cortex peuvent causer la DI.

4.1.1 Les défauts dans la prolifération et I’apoptose des cellules neuronales
Plusieurs syndromes associés a la DI sont causés par des anomalies dans le nombre de

neurones et de cellules gliales ; elles mettent en évidence des défauts dans la prolifération
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et/ou d’apoptose de ces cellules neuronales. Ces maladies peuvent étre dues a une prolifération
lente ou une apoptose €levée (microcéphalie), ou inversement a une prolifération accrue et une
réduction dans I’apoptose (mégalencéphalie). Typiquement, on distingue :
- la microcéphalie causée par des défauts de la neurogenese; typiquement des dysfonctions
dans différents mécanismes du cycle cellulaire , incluant la réparation de I’ADN, la régulation
de la transcription, la maturation et la duplication des centrosomes, 1’activité des moteurs de
dynéine et la formation du fuseau mitotique (Kumar et al., 2009a ; Thornton et Woods, 2009 ;
Bilguvar et al., 2010 ; Shen et al., 2010 ; Alkuraya et al., 2011) . La microcéphalie est
fréquemment observée chez les patients avec DI (Mahmood et al., 2011) .
- la mégalencéphalie mettant en évidence une défaillance dans les processus de croissance et
de prolifération cellulaire. Des dysfonctions dans la voie de signalisation de mTOR sont mises
en cause dans des cas de DI associés a une mégalencéphalie; des mutations dans des
régulateurs de mTOR ( PTEN [MIM:605309], (AKT3, PIK3R2, PIK3CA, [MIM:602501] )
[MIM:603387] , STRADA) ont été identifiées dans des formes syndromiques et non-
syndromiques de mégalencéphalie (Liaw et al., 1997 ; Puffenberger et al., 2007 ; Lee et al.,
2012 ; Riviere et al., 2012).
4.1.2 Les défauts dans la migration des cellules neuronales

Les anomalies de la migration des neurones corticaux regroupent :
- I’hétérotopie neuronale caractérisée par la présence de neurones en dehors du cortex. Les
hétérotopies peuvent étre laminaires ou nodulaires selon leur aspect macroscopique et leur
disposition dans la substance blanche.
- la lissencéphalie causée par des anomalies dans la stratification du cortex. On distingue les
agyries ou les pachygryies selon qu’il y ait absence totale ou plutét un petit nombre de
circonvolutions a la surface du cortex. Le syndrome de Miller-Dieker causé par des mutations
dans LIS [MIM:247200] représente 1’'une des formes les plus fréquentes de lissencéphalie
(Reiner et al., 1993 ; Lo Nigro et al., 1997) .
4.1.3 Les défauts dans I’organisation du cortex

D’autres maladies sont causées par des défauts survenant aprés la migration des
cellules neuronales, lors de la mise en place du cortex. Typiquement, on distingue :
- la micropolygyrie caractérisée par une désorganisation de la disposition en couches du

cortex, avec des lésions dans les couches corticales les plus profondes. On observe ¢galement
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un repliement excessif des couches corticales, probablement causé par une fusion anormale
des structures gyrales (Barkovich et al., 1999) . Les syndromes de Zellweger et d’Adams-
Oliver décrivent des conditions avec une micropolygirie associée a la DI.

- la schizencéphalie marquée par une malformation dans le manteau cérébral ; il se crée une
fente linéaire de mati¢re grise (ou porus) a partir de 1’épendyme des ventricules cérébraux
jusqu’a la pie-meére (Sarnat et Curatolo, 2008) . Des cas familiaux de schizencéphalie ont été
rapportés chez des patients avec des mutations germinales dans le facteur de transcription
EMX2 [MIM:269160] (Brunelli et al., 1996) .

- les dysplasies corticales focales associées a des anomalies dans la structure et 1’organisation
du cortex : neurones géants, cellules gliales ballonisées, épaississement du manteau cortical

(Taylor et al., 1971) .
4.2 Les affections tardives de la synapse

Ces maladies de la synapse apparaissant apres la neurogenese et I’implantation des
circuits neuronaux, en lien avec des problémes au niveau de la survie et du fonctionnement des
cellules neuronales. Une défaillance métabolique est généralement mise en cause dans ces
affections tardives de la synapse. De fait, des dysfonctions au sein des « centrales
métaboliques » de la cellule sont au cceur de ces maladies ; plusieurs maladies mitochondriales
et peroxysomales sont mises en évidence dans les affections tardives de la synapse. Les
mitochondries, par le biais de la production d’ATP, controlent différents processus
indispensables au fonctionnement des neurones , notamment le trafic des vésicules
synaptiques, la génération du potentiel d’action, 1’assemblage du cytosquelette d’actine, la
formation du cone de croissance, I’axonogenése et la plasticité neuronale (Valenti et al.,
2014). Les peroxysomes sont bien connus , entre autres, pour leur role dans la détoxification
des neurones, la formation et le maintien des fibres de myélines (Lizard et al., 2012) . Les
maladies mitochondriales et peroxysomales sont particulierement séveres ; elles se manifestent
généralement par des atteintes neurologiques majeures pouvant résulter en une forme de DI
comme dans les syndrome de MELAS et d’Aicardi-Goutieres. Les maladies mitochondriales
traduisent des défauts dans la chaine respiratoire mitochondriale, tels que mis en évidence
dans les encéphalopathies néonatales. Des mutations dans des génes impliqués dans la

biogenese des peroxysomes (membres de la famille PEX) causent des maladies peroxysomales
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associées a la DI comme le syndrome de Zellweger et la chondrodysplasie ponctuée

rhizomélique de type 1 (Braverman et al., 1997 ; Crane, 2014) .
5. Voies de signalisation impliquées dans la déficience intellectuelle

Les NDs impliquent plusieurs centaines de genes avec des fonctions biologiques
diversifiées. Bien qu’il n’existe pas de genes-type de NDs; certaines voies de signalisation
cellulaire sont communément défectueuses dans la DI, 1’autisme et I’épilepsie. Typiquement,
ces voies mécanistiques mettent en évidence des dysfonctions au niveau des protéines
synaptiques, leurs effecteurs et autres partenaires d’interaction (Figure 1.8). Les notions
acquises sur ces mécanismes cellulaires ont grandement contribué a I’élucidation des bases
moléculaires des affections de la synapse. Parmi les mécanismes les plus communément mis

en défaut dans la pathophysiologie de la DI ; les plus étudiés sont ceux qui impliquent :
5.1 La famille des petites GTPases

Les GTPases sont des protéines G caractérisées par leur habileté a lier et hydrolyser le
GTP en GDP ; elles sont dans un état actif ou inactif, selon qu’elles sont liées au GTP ou au
GDP. L’activité des GTPases est modulée par leurs protéines activatrices (GEFs - Guanine
Exchange Factor) et inhibitrices (GAPs - GTPase Activating Proteins ; GDIs - Guanine
nucleotide Dissociation Inhbitors) associées. Les GTPases et leurs modulateurs participent au
fonctionnement du neurone, en intervenant notamment dans 1’organisation du cytosquelette
d’actine et I’enternalisation et le trafic de récepteurs membranaires ; des dysfonctions dans la
voie de signalisation des GTPases causent la DI.

5.1.1 Les Rho GTPases

Des mutations dans OPHNI (MRXSO; [MIM:300486]) ont été identifiées chez des
patients avec DI; ce géne code pour I’Oligophrenin-1, une RhoA GTPase jouant un rdle dans
la maturation des synapses et la plasticité neuronale via la voie de signalisation des récepteurs
AMPA (Billuart et al., 1998 ; Govek et al., 2004 ; Nadif Kasri et al., 2009).

La voie des Rac/Cdc42/PAKs GTPases est également associée a la pathophysiologie
de la DI; des dysfonctions dans les GEF ARHGEF6 (MRX46; [MIM:300436]) et FGD1
[MIM:305400], des régulateurs de Cdc42, ont été observées chez des patients avec DI
(Kutsche et al., 2000 ; Schwartz et al., 2000) . PAK3 (MRX30) ; [MIM:300558]) et LIMK,

des effecteurs de la voie Rac/Cdc42/PAKs, sont également mis en cause dans la DI (Osborne
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et al., 1996 ; Allen et al., 1998) . L’activité¢ des Rac/Cdc42/PAKs est notamment requise dans
la dépolymérisation des filaments d’actine médiée par la cofiline ; des défauts dans cette voie
de signalisation altérent notamment la morphologie des épines dendritiques et les processus de
mémoire & long terme [LTP, Long Term Potentiation; Meng et al.,2002 ; Boda et al., 2004 ;
Rex et al.,2009 ]. Typiquement, la voie Rac/Cdc42 promeut la croissance et la stabilisation
des épines dendritiques ; a I’opposé la voie des RhoA GTPases réprimerait ces différents
processus (Ramakers, 2002 ; Tashiro et Yuste, 2004) .
5.1.2 Les Ras GTPases

Des mutations dans SYNGAPI, une Ras/Rap GTPase, ont été identifiées chez des
patients avec DI-NS modérée a séveére (Hamdan et al., 2009a) . SYNGAP1 est une
composante importante de la densité post-synaptique, ou elle régule I’activité des récepteurs
ionotropiques activés par le glutamate (AMPA et NMDA). SYNGAPI inhibe I’activation des
récepteurs NMDA par la voie ERK; elle intervient également dans la LTP en modulant le
trafic des récepteurs AMPA. SYNGAPI prévient I’insertion des récepteurs AMPA dans la
membrane synaptique, en inhibant la voie de Ras/ERK (Kim et al., 2005 ; Qin et al., 2005 ;
Ligeti et al., 2012) . Des dysfonctions dans RSK2 (MRX19), un effecteur de la voie Ras/ERK,
ont ¢été identifiées chez des patients avec syndrome de Coffin-Lowry [MIM:303600], une
forme syndromique de DI-X (Trivier et al., 1996 ; Merienne et al., 1999) .
5.1.3 Les Rab et les ARF GTPases

Des défaillances dans la voie des Rab GTPases sont également mises en cause dans la

pathophysiologie de la DI. Par exemple, des mutations dans Rab39 et des régulateurs des Rab,
comme la Rab-GDI GDII et la Rab-GAP TBCD124 , ont été identifiées chez des patients avec
DI (D'adamo et al., 1998 ; Corbett et al., 2010 ; Giannandrea et al., 2010) . A Pinstar de
Rab39, les Rab sont au cceur du fonctionnement de la synapse, elles interviennent notamment
dans le trafic des vésicules synaptiques et la migration neuronale (Kawauchi et al., 2010 ;
Pavlowsky et al., 2012) . D’autres GTPases, participent également dans des processus
neuronaux; ARF6, une ARF GTPase, intervient entre autres dans la différenciation neuronale,
la formation des axones et la morphologie des épines dendritiques (Jaworski, 2007) . Des
mutations dans IQSEC2 (MRX1; [MIM:309530]), une GEF de ARF6 ont été identifiées chez
des patients avec DI-NS (Shoubridge et al., 2010) .
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5.2 Les récepteurs de glutamates et leurs protéines associées

Les récepteurs ionotropiques activés par le glutamate et leurs partenaires d’interaction
sont couramment impliqués dans la pathophysiologie de la DI. Par exemple, des mutations
dans les sous-unités des récepteurs AMPA (GluR3; MRX94; [MIM:300699]), NMDA (NR2A,
[MIM:245570]; NR2B (MRD6, [MIM:613970]) ou du kainate (GluR6, MRTS6,
[MIM:611092]) ont ét¢ mis en évidence chez des patients avec DI-NS (Motazacker et al.,
2007 ; Wu et al., 2007 ; Endele et al., 2010). Les partenaires d’interaction de ces protéines sont
¢galement mutés dans la DI. C’est le cas notamment de DLG3 (MRX90 ; [MIM:300850]) et
CASK ( [MIM:300749]) qui sont des membres de la famille MAGUK (Membrane Associated
Guanylate Kinase), impliquées dans 1’ancrage des récepteurs ionotropiques du glutamate dans

la fente post-synaptique des neurones excitateurs (Tarpey et al., 2004 ; Najm et al., 2008) .
5.3 Les molécules d’adhésion cellulaire

Les molécules d’adhésion cellulaire sont indispensables dans le maintien de 1’intégrité
du neurone, la formation des synapses et la plasticit¢ synaptique. Différents types de
molécules d’adhésion sont associées a la pathophysiologie de la DI ; c’est le cas notamment
des neurexines (NRXNI, NRXN2), des neurégulines (NLGN3, [MIM:300425]; NLGN4,
[MIM:300495]) et des cadhérines (CDH15 ,MRD3, [MIM:612580]); PCDHI19,
[MIM:300088]) (Jamain et al., 2003 ; Wu et al., 2007 ; Gauthier et al., 2011 ; Vincent et al.,
2012 ; Yangngam et al., 2014).

5.4 Le trafic des vésicules synaptiques

Les neurones communiquent par le biais de neurotransmetteurs, lesquels sont
emmagasinés dans des vésicules synaptiques, avant d’étre relachés suite a un influx nerveux.
Des dysfonctions dans des protéines impliquées dans le trafic et I’exocytose de ces vésicules
sont mises en cause la DI. Par exemple, des mutations dans des membres de la famille des
SNARE (Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein Receptor), comme
SNAP25 et STXBPI [MIM:612164], ont ¢t¢ identifiées chez des individus avec DI et
épilepsie (Hamdan et al., 2009b ; Rohena et al., 2013) .
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5.5 Les régulateurs de la transcription génique

Des défaillances dans les mécanismes de régulation de transcription génique sont mises en
¢évidence dans les NDs. Typiquement, ces voies de signalisation cellulaires impliquent:
- les facteurs de transcription comme le géne ARX , un facteur de transcription homeobox ,
mis en cause dans des formes de DI séveére associées a I’épilepsie incluant les syndromes de
West [MIM : 308350] et de Partington [MIM : 309510] (Stromme et al., 2002a ; Stromme et
al., 2002b) . Les facteurs de transcription en structure doigt de zinc ou zinc finger (ZNF) sont
¢galement impliqués dans la pathophysiologie de la DI; des mutations dans ZNF41, ZNF81
(de la famille des KRAB - Kruppel-associated box) et ZNF764 ont été identifiées chez des
patients avec DI (Shoichet et al., 2003 ; Kleefstra et al., 2004 ; Lugtenberg et al., 2006 ; Alesi
et al,, 2012) . Des dysfonctions dans d’autres types de facteurs de transcription peuvent
¢galement causer la DI; c’est le cas notamment de CC2D1A (MRT3 ; [MIM:608443]) , un
répresseur des récepteurs de sérotonine et de dopamine impliqué dans 1’activation de la voie
NF-«xB ; et de TRAPPC9 (MRT13; [MIM:613192]) également un activateur de la voie de
signalisation de NF-kB (Basel-Vanagaite et al., 2006 ; Mochida et al., 2009) .
- les régulateurs épigénétiques, des protéines qui controlent I’expression génique, en
modulant la structure de la chromatine. Des dysfonctions dans les mécanismes de régulation
épigénitique ont €t€ mises en évidence dans plusieurs syndromes associés a la DI; ces
défaillances  affectent  différentes classes de  protéines dont les  histones
acétyltransférases/déacétylases (CBP [MIM:600140], HDAC4 [MIM:600430]), les histones
méthyltransférases/déméthylases (NSD1 [MIM:117550], JARID1C [MIM:300534]), les ADN
méthyltransférases/démeéthylases (DNMT3A [MIM:615879], DNMT3B [MIM:242860], les
facteurs de liaison aux groupes méthyles de I’ADN (MECP2), les facteurs de remodelage de la
chromatine (ATRX [MIM:600140],CHD7 [MIM:214800],) et autres protéines liant les
histones (BRWD3 [MIM:300659],BCOR) (Xu et al., 1999 ; Petrij et al., 2000 ; Villard et al.,
2000 ; Watson et al., 2001 ; Kurotaki et al., 2002 ; Winnepenninckx et al., 2002 ; Kalscheuer
et al., 2003 ; Mnatzakanian et al., 2004 ; Ng et al., 2004 ; Vissers et al., 2004 ; Mari et al.,
2005 ; Field et al., 2007 ; Williams et al., 2010 ; Tatton-Brown et al., 2014) .
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5.6 Les régulateurs de la traduction de ’ARNm et de la synthése protéique

La voie de signalisation de mTOR controle des processus essentiels a I’homéostasie de
la cellule ; elle régule la transcription de I’ARNm, la biogenése des ribosomes et la synthese
protéique. L’activité de la voie de mTOR est indispensable au fonctionnement des neurones ;
elle module notamment la migration axonale, la formation des dendrites et les différentes
formes de plasticité synaptique (Tang et al., 2002 ; Jaworski et al., 2005 ; Kumar et al., 2005) .
Des mutations dans les régulateurs de la voie mTOR (TSCl1 [MIM:191100]; TSC2
[MIM:613254]) causent la sclérose tubéreuse (TSC, Tuberous Sclerosis), une maladie
multisystémique associée a la DI, 1’autisme et [’épilepsie (European Chromosome 16
Tuberous Sclerosis, 1993 ; Van Slegtenhorst et al., 1997) . Le syndrome de I’X Fragile, causé
par des mutations dans le géne FMRI, est I’'une des causes les plus fréquente de DI ; il est
caractéris¢ par des irrégularités dans les mécanismes de répression de la traduction de

I’ARNm, en lien avec des mutations dans la protéine FMRP (Siomi et al., 1993) .
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Figure 1.8 Voies de signalisation impliquées dans les maladies de la synapse.

Modifiée a partir de Kaufman et al., 2010
A. Représentation schématique d’'une synapse excitatrice mettant en évidence les récepteurs ionotropiques

activés par le glutamate, leurs partenaires d’interactions et protéines effectrices associées. B. Mécanismes
cellulaires régulant la transcription génique dans le noyau d’un neurone.
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HYPOTHESE ET OBJECTIFS

Les bases génétiques de la DI sont difficilement approchables ; 1’origine de la DI
est inconnue dans 50-60% des cas diagnostiqués. En [D’absence de facteurs
environnementaux associés a la DI chez ces patients, il est possible d’envisager que des
facteurs génétiques non-identifiés sont mis en cause dans ces cas de DI non ¢élucidés. Les
techniques de génétique classique (¢tudes de liaison et d’association génétique, approches
de geénes candidats et séquencage PCR-Sanger) sont mises a rude épreuve dans I’étude de
la DI. Les NGS, en I’occurrence le WES, offrent la meilleure alternative, afin d’explorer
les bases génétiques de maladies complexes comme la DI. L hypothése de ce projet de
recherche est que, en rendant possible la recherche directe de mutations dans les régions
codantes du génome humain, le WES va permettre d’explorer les bases génétiques de la DI
dans de petites familles. Ce projet porte sur 1’é¢tude de vingt familles avec DI syndromique
ou non-syndromique ; nous avons concentré nos analyses sur des familles ou une
transmission récessive de la maladie est suspectée. Les individus affectés analysés ont subi
des analyses préliminaires, afin d’exclure la possibilit¢ que la DI soit causée par des
anomalies chromosomiques détectables en cytogénétique. Les résultats de cette étude sont

présentés dans les chapitres suivants.
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Contribution:

Jai effectué les analyses génétiques ayant permis d’identifier la mutation causale
(c.G788A :p.R263Q dans le géne DDXII) dans cette famille. J’ai également validé
génétiquement 1’implication de cette mutation dans la pathologie de la famille. Bharti SK,
Sommers JA ont validé biologiquement I’impact de la mutation p.R263Q sur I’activité¢ de
DDX11. Yammine T et Chouery E ont réalis¢ les expériences montrant la cassure
chromosomique dans les lymphocytes des patients. Mégarbane A a caractérisé¢ le
phénotype des patients de la famille a 1’étude. Lysanne P, Rouleau GA, Samuels ME,
Hamdan FF, Michaud JL et Kibar Z ont aidé dans le design des expériences et la
supervision de la partie génétique des travaux. J’ai rédigé la premiere version du
manuscrit, Hamdan FF, Michaud JL, Brosh Jr RM, Mégarbane A et Kibar Z ont également

contribué a la rédaction et a la révision du manuscrit.
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ABSTRACT

Mutations in the gene encoding the iron—sulfur-containing DNA helicase DDX11
(ChlR1) were recently identified as a cause of a new recessive cohesinopathy, Warsaw
breakage syndrome (WABS), in a single patient with severe microcephaly, pre- and
postnatal growth retardation, and abnormal skin pigmentation. Here, using homozygosity
mapping in a Lebanese consanguineous family followed by exome sequencing, we
identified a novel homozygous mutation (¢.788G>A [p.R263Q]) in DDXII in three
affected siblings with severe intellectual disability and many of the congenital
abnormalities reported in the WABS original case. Cultured lymphocytes from the patients
showed increased Mitomycin-C induced chromosomal breakage, as found in WABS.
Biochemical studies of purified recombinant DDX11 indicated that the p.R263Q mutation
impaired DDX11 helicase activity by perturbing its DNA binding and DNA-dependent
ATP hydrolysis. Our findings thus confirm the involvement of DDX11 in WABS, describe
its phenotypical spectrum, and provide novel insight into the structural requirement for

DDXI11 activity.
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INTRODUCTION

Warsaw breakage syndrome (WABS; MIM# 613398) is a new form of
cohesinopathy showing defects in sister chromatid cohesion and hypersensitivity to
chemicals that induce replication stress, thus combining distinct cytogenetic features seen
in Roberts syndrome (MIM# 268300) and Fanconi anemia (MIM# 227650), respectively
(Van Der Leljj et al., 2010b)). WABS has been reported in a single individual with several
congenital abnormalities, including severe pre- and postnatal growth retardation,
microcephaly, facial dysmorphy, deafness, ventricular septal defects, mild intellectual
disability (ID), and abnormal skin pigmentation. This patient carried compound
heterozygous mutations in DDX11 (MIM# 601150; NM_030653.3), including a splice site
mutation (¢.2271+2T>C, previously reported as IVS22+2T>C) and a 3-bp in-frame C-
terminal deletion (c.2689 2691del [p.K897del]) that was recently shown to abrogate the
DDXI11 helicase activity(Van Der Lelijj et al., 2010a ; Wu et al., 2012) So far, no other
patients with DDX1] mutations have been identified.

DDXI11 (ChIR1), an orthologue of the yeast Chll, is a member of the superfamily 2
(SF2) of ATP-dependent DEAH-box DNA helicases (Hirota et Lahti, 2000 ; Skibbens,
2004). DDX11 shares sequence homology with the related SF2 DNA helicases FANCJ
(MIM# 609054), ERCC2 (XPD; MIM# 126340), and RTEL1 (MIM#608833), which all
contain an iron—sulfur (Fe—S) motif between helicase domains IA and II (Rudolf et al.,
2006 ; Wu et al., 2009) FANCJ and ERCC2 (also known as XPD) are also implicated with
genetic instability disorders in humans, and RTEL1 had been suggested to play a role in
the maintenance of telomere length and genome stability in mice (Lehmann, 2001 ; Ding et
al., 2004 ; Levitus et al., 2005) In human cells, DDX11 was shown to interact with
components of the cohesin complex and play a role in sister chromatid cohesion (Parish et

al., 2006).
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RESULTS

Here, we describe the identification and biochemical characterization of a novel
deleterious homozygous mutation in DDXI// in a consanguineous Lebanese family
showing many of the symptoms associated with WABS. This family, which was recruited
for this study with the approval of our institutional ethics committee, consists of two
healthy first cousins once removed and their three affected children (Fig. 11.1). We first
performed whole-genome SNP genotyping in two affected siblings (patients V-1 and V-3)
by using the Illumina Human 610 Genotyping BeadChip panel, which interrogates 620,901
SNPs, and we used PLINK (v.1.06) to search for homozygosity regions (HR) containing
>30 consecutive SNPs and extending over >1 MB. We identified 10 candidates HR shared
by the two siblings (Supp. Table SII.1). To find potential causative mutations in these
regions, we performed exome capture (Agilent SureSelect 50 Mb kit) and sequencing
(paired-end SOLiD4) on one of the affected siblings (patient V-1) and obtained an average
per target base coverage of 25x%, with at least 85% of the target region being covered at >=
3x. Exome capture, read mapping as well as variant calling and annotation were performed
as previously described (Daoud et al., 2012) as noted in the Supporting Information. In
total, 148 homozygous non synonymous coding and splicing variants were identified in the
HR, of which only two were not found in our in-house set of 198 control exomes (from 30
healthy individuals and from 168 patients with other rare diseases, including amyotrophic
lateral sclerosis, essential tremor, aneurysm, and hereditary spastic paraplegia) or not
reported at frequencies > 0.5% in public SNP databases (dbSNP135, 1000 genomes and
EVS Exome Variant Server). Sanger sequencing confirmed that only one of these two
variants, a missense mutation in DDX11 (c.788G>A [p.R263Q]; NM 030653.3) present in
the largest HR (chr12: 33.6 Mb), was heterozygous in the parents and homozygous in the
three affected siblings (Fig. II.1; Supp.Table SII.2). This variant was submitted to a gene-
specific database (http://www.lovd.nl/DDX11). We also genotyped 150 individuals from
the Middle East, including 100 Lebanese and 50 Palestinians, and did not identify a single
carrier of the DDX11 p.R263Q mutation, indicating that it is rare. This mutation, predicted
to be damaging by various in silico algorithms (SIFT, Polyphen-2, Mutation Taster),
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affects a conserved residue in the Fe—S domain, which is also conserved in the other
related SF2 helicases (FANCJ, ERCC2 [XPD], and RTEL) (Rudolf et al., 2006 ; Wu et al.,
2009) (Fig. IL.1E). Interestingly, the Fe—S domain was shown to be essential for the
helicase activity of FANCJ and XPD (Rudolf et al., 2006 ; Wu et al., 2010). Moreover, a
mutation of the homologous arginine residue in ERCC2 (XPD) (c.335G>A, p.R112H;
NM_000400.3), which causes trichothiodystrophy (TTD; MIM# 601675), results in a loss
of the helicase activity, a concomitant defect in nucleotide excision repair, and a reduction
in the repair/transcription factor TFIIH (GTF2H2; MIM# 601748), all indicating that this
arginine residue (R263 in DDX11; R112 in XPD) is functionally important (Botta et al.,
2002 ; Dubaele et al., 2003) .

Metaphase cells from lymphocytes of the two affected siblings (patients V-1 and V-
3) showed an increase in chromosomal breakage (86% and 68%, respectively, compared to
10% for the healthy control) after treatment with the DNA cross-linking agent Mitomycin -
C (MMC; see Supporting Information for methods) (Fig.IL.1G). Of these cells with MMC-
induced chromosomal breaks, 46.5% and 44% in patients V-1 and V-3, respectively,
showed centromeric heterochromatin repulsion (“railroads”) and premature chromatid
separation. These data are consistent with observations in similarly treated cells from the
original WABS patient (Van Der Lelij et al., 2010a). Patient V-2 could not be studied at
the cytogenetic level.

We next investigated whether the p.R263Q mutation affects DDX11 activity. For
this, we purified recombinant human hexa-histidine-tagged wild-type (WT) and mutant
DDX11 (DDX11-R263Q) from transfected HEK293T and assayed the proteins activities
(see Supporting Information for detailed methods) (Fig. 11.2). We first examined DNA
unwinding activity catalyzed by DDX11-WT and DDX11-R263Q mutant. Using a forked
19-bp duplex DNA substrate, DDX11-WT unwound the substrate in a protein
concentration dependent manner, as was previously shown (Wu et al., 2012) (Fig. I1.2B).
In comparison, DDX11-R263Q unwound the forked duplex substrate much less efficiently
(Fig. I1.2C). Quantitative analysis of the helicase data showed that 0.06 nM DDX11-WT
unwound approximately 50% of the substrate whereas DDX11-R263Q displayed no
detectable helicase activity. At 0.47 nM protein concentration, DDX1-R263Q unwound

only approximately 10% of the substrate, whereas DDX11-WT unwound the substrate to



43

near completion (Fig. 11.2D). We also tested the ability of the mutant DDX11 protein to
unwind a two-stranded antiparallel G-quadruplex (G4) DNA substrate (OX-1-G2’), as we
have previously performed for DDX11-WT (Wu et al., 2012) . As shown in Supp. Figure
S1, DDX11-R263Q unwound the G4 substrate much less efficiently than DDX11-WT. On
the basis of these results, we conclude that the R263Q mutation negatively affects DDX11
helicase activity on both duplex and G4DNA substrates.

The reduced helicase activity of DDX11-R263Q might reflect an impaired ability to
bind DNA. To address this issue, we performed electrophoresis mobility shift assays
(EMSA) with the mutant and WT proteins in the absence of ATP using the same
radiolabeled forked duplex DNA used for the helicase assays. DDX11-WT bound the
forked duplex in a protein concentration dependent manner with approximately 75% of the
substrate bound at a protein concentration of 1.2 nM (Fig. 2E). In contrast, little or no
detectable DNA binding was observed at 1.2 nM DDX11-R263Q (Fig. I1.2F). Increasing
the protein concentration to 2.4 nM resulted in nearly complete binding of the forked
duplex by the WT DDX11, whereas only approximately 3% of the substrate was bound by
DDX11-R263Q at the 2.4 nM protein concentration. From these results, we conclude that
the p.R263Q mutation negatively affects the ability of DDX11 to bind DNA.

We next examined the DNA-dependent ATPase activity of DDX11-R263Q
compared with DDX11-WT in the presence of M13ss DNA circle as the DNA effector
(Supp. Table S3). The Km for ATP binding by DDX11-R263Q was approximately three
fold lower than that of DDX11-WT (0.19 £ 0.05 mM vs. 0.66 £ 0.04 mM, respectively),
suggesting that the mutant protein bound ATP more favorably. From the Lineweaver—
Burke analysis, however, it was evident that the DDX11-R263Q mutant showed a Vmax
that was approximately 8.5-fold lower than that of DDX11-WT (0.066 + 0.008 nmol min ™'
vs. 0.56 + 0.05 nmol min', respectively). A kinetic analysis of ATPase activity
demonstrated that the kcat value for DDX11-R263Q was 18-fold lower than that of
DDX11-WT (12 #4min—1 vs.220 £ 40 min—1, respectively), confirming that the mutant
protein was defective in its ability to hydrolyze ATP. These results suggest that the R263Q
mutation negatively affected the ability of DDXI11 to perform DNA-dependent ATP
hydrolysis, a result that is consistent with its DNA-binding defect and poor ability to
unwind DNA substrates efficiently unwound by WT DDXI11. The modestly reduced Km
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value for DDX11-R263Q compared to WT DDX11 may reflect a reduced ability of the
mutant enzyme to turnover ATP. Collectively, these biochemical analyses of mutant
DDX11 indicate that the p.R263Q mutation impairs the helicase activity of DDX11 by
perturbing its DNA binding and DNA-dependent ATP hydrolysis. The reduced ability of
the DDX11-R263Q mutant protein to bind DNA may be consistent with structural and
biochemical data that indicate a role of the Fe—S cluster in the sequence-related XPD
helicase in the interaction of the protein with DNA (Kuper et al., 2012 ; Pugh et al., 2012).

Members of the consanguineous family described here originate from North
Lebanon. There was no history of birth defects, or increased miscarriage rate reported by
this family and known relatives. All sibs were born at 32 weeks of gestation. No known
toxic, medical exposure, or unusual events were reported during the gestations.

Patient V-1 was first seen when she was 20 months old. At birth, her weight was
1,500g, her length was 35 cm, and her head circumference was 27cm (all values far below
the third percentile). Fontanelles were closed at the age of 3 months, and she walked
unhelped at the age of 14 months. Upon examination, her weight was 7.5 kg, height was 74
cm, and head circumference was 36.5 cm (all values below the third percentile). She
showed severe ID. She had a small and receding forehead, short nose, small nares, short
neck, clinodactyly of the fifth fingers, and a single palmar crease on both hands.
Neurological examination revealed a hypotonic girl. Abdominal ultrasonography and
echocardiography did not show any abnormalities. CT imaging of the brain revealed rather
small and rounded cochlea without visible cochlear turns or spirals. Bilateral sensorineural
deafness was diagnosed by auditory evoked potential.

Patient V-2 was first evaluated by us at the age of 1 year for severe delayed
milestones. At birth, his weight was 1,500g, length was 38 cm, and head circumference
was 25 cm (all values below the third percentile). An echocardiogram evidenced a
tetralogy of Fallot. Bilateral sensorineural deafness was diagnosed by auditory evoked
potential at 6 months. His fontanelles were closed at the age of 7 months. At examination,
his weight was 6.2 kg, height was 64 cm, and head circumference was 31 cm (all values
below the third percentile). Physical examination showed the same dysmorphic features as
those found in his sister with, in addition, prominent cheeks, flat philtrum,

microretrognathism, and strabismus. He also showed severe ID. Abdominal
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ultrasonography did not show any abnormalities. He died at the age of 4 years because of
heart failure. Patient V-3 showed the same dysmorphic features as her siblings, as well as

sensorineural deafness and severe ID but no cardiac malformations.
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DISCUSSION

The phenotypic profiles of our patients with the mutation p.R263Q in DDXI1
overlap in presentation and severity with that of the previously described WABS patient
who carried compound heterozygous mutations in DDX/11 (Supp. Table SII.4) (Van Der
Lelij et al, 2010a). They showed ID growth retardation, and severe congenital
abnormalities including microcephaly, facial dysmorphism, deafness due to cochlear
abnormalities (in two of the sibs), and cardiac malformations (in one of the sibs). Unlike
the previously reported WABS patient who had mild ID and skin pigmentation
abnormality, the affected sibs reported herein had severe ID and no skin pigmentation
abnormality, differences that may be attributed to the type of DDXI11 mutations, and
differences in genetic background. It is of interest that the DDXI11 protein with the
p.R263Q substitution in its Fe—S domain retained partial (albeit severely compromised)
helicase activity at higher protein concentrations, whereas the previously characterized
DDX11-K897del protein lacking a single lysine in the C-terminal end was completely
inactive in DNA unwinding (Wu et al., 2012). Our current findings demonstrate that the
integrity of the Fe—S domain is critical for ATPase-driven DNA unwinding by DDX11. In
this regard, a clinically relevant missense mutation in the conserved Fe—S domain of
FANCI interfered with its DNA helicase activity as well (Wu et al., 2010). Future studies
of clinically relevant mutations in Fe—S helicases should help elucidate their molecular and
cellular defects.

In conclusion, we describe here the second WABS family with mutations in
DDXI11, and the first with multiple affected individuals who all carry a homozygous
missense mutation in the Fe—S domain of DDX11 that impairs the protein’s activity. Our
data confirm that DDX1/ mutations cause WABS and provide additional insights into the
clinical phenotypes and functional consequences associated with pathogenic DDXI1

mutations.
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Figure II.1 A pathogenic mutation identified in DDX11 in a family affected with WABS.

A, B: Pedigree of the consanguineous Lebanese family studied here and their facial
features. The proband is indicated by an arrow. Patient V-2 was deceased hence
certain analyses could not be extended to biological sampling of this child.

C: Schematic representation of DDX11 showing the helicase motifs (I-VI) as well as
the Fe-S motif of DDX11. p.R263Q identified herein as well as the two previously
published DDX11 mutations (c.2271+2T>C and p.K897del) are shown.

D: Integrated Genomics Viewer (IGV) tracks of exome sequencing reads showing the
presence of the homozygous DDX11 ¢.788G>A (p.R263Q) mutation in patientV-1.

E: Sanger sequencing validation of ¢.788G>A (p.R263Q) DDX11 mutation.
Representative chromatograms of the parents (both heterozygous forc.788G>A) and
the three probands (all homozygous for c.788G>A) are shown. Nucleotide numbering
reflects cDNA numbering with +1 corresponding to the A of the ATG translation
initiation codon.

F: Amino acid alignment of the beginning of Fe-S domain region of DDX11 in
different species as well as the corresponding regions in the human-related DNA
helicases: XPD (ERCC2), FANC], and RTEL1. R263 in human DDX11 is well conserved
(in bold). R112 residue in human XPD whose mutation (c.335G>A, p.R112H) causes
trichothiodystrophy is italicized and underlined.

G: Mitomycin C (MMC)-induced chromosomal breakage. Representative metaphase
from blood cultures treated with MMC showed increased chromosomal defects
(arrows), including breakage, radial formations, centromeric heterochromatin
repulsion (“railroads”) from patient V-1 (i), in contrast to the metaphases prepared
from a similarly treated blood cultures prepared from a healthy control individual
(ii). Table showing the representation of cells with chromosomal (chr) breaks in
presence or absence of MMC. (NT, not tested.) A total of 200 cells (metaphases) were
screened for each individual (iii).
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Figure II.2 Purification and biochemical analyses of recombinant DDX11-WT and
DDX11-R263Q for helicase activity and DNA binding.

A: The purity of DDX11-WT and DDX11-R263Q was evaluated by Coomassie stained
SDS PAGE (predicted MW approximately 110 kD). (M, molecular weight protein
standards.)

B, C: Helicase activity of DDX11-WT (B) and DDX11-R263Q (C) on forked duplex DNA
substrate. Helicase reactions (20 ul) were performed by incubating the indicated
DDX11 protein with 0.5 nM forked duplex DNA substrate at 37°C for 15 min under
standard helicase assay conditions as described in the methods section in the
Supporting Information. Products were resolved on native 10% polyacrylamide gels
and representative phosphor images are shown. Triangle denotes heat-denatured
DNA substrate control, and asterisk denotes 5-32P end label.

D: Quantitative analysis of data from helicase activity of DDX11-R263Q and DDX11-
WT on forked duplex DNA substrate is shown. Data represent the mean of at least
three independent experiments with standard deviations (SD) indicated by error
bars.

E, F: DNA binding by DDX11-WT andDDX11-R263Q as detected by gel mobility shift
assays. The indicated concentrations of DDX11-WT (E) and DDX11-R263Q (F) were
incubated with 0.5 nM forked duplex DNA substrate on ice for 30 min under standard
gel shift assay conditions as described in the Supporting Information. The DNA-
protein complexes were resolved on native 5% polyacrylamide gels. Representative
phosphor images for DNA-binding assays are shown. Asterisk denotes 5-32P end label
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SUPPLEMENTARY SUBJECTS AND METHODS

We recruited a consanguineous Lebanese family comprised of 2 healthy parents and 3
affected siblings showing intellectual disability and various congenital anomalies. Blood
samples were obtained from each of the family members with the informed consent of the
parents and the approval of the appropriate institutional ethical review board.

Whole-genome genotyping and homozygosity mapping.

Genomic blood DNAs (~2.5[0g) from 2 of the affected siblings (IV-1 and IV-3) were used
for whole-genome genotyping on the Illumina 660 Quad Chip (Infinium HD).
Homozygosity mapping was performed using PLink (v.1.06;
http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/).

Exome capture and massive parallel sequencing.

The exome of one affected sibling (patient V-1) was captured from genomic DNA (3ug),
using the Agilent SureSelect Human All Exon Capture 50 Mb Kit, and sequenced (paired-
end, 25x 50 bp) using the ABI SOLiD4 (Life Technologies; 6 exomes/slide) at the Child
Health Genomics Platform at the Sainte-Justine Hospital Research Center (Montreal, Qc,
Canada).

Read mapping and variant analysis.

Sequence reads were mapped (hgl8) using the SOLiD Bioscope. After removing PCR
duplicates (Picard’s MarkDuplicates; http://picard.sourceforge.net/index.shtml), single-
nucleotide variants and small insertions/deletions were called by Bioscope’s DiBayes and
Small Indels tool, respectively (base coverage >= 3x; at least 15% read variant frequency)
and annotated using ANNOVAR (Wang et al., 2010).

Drug-induced chromosomal breakage.

Whole-blood cultures (2 dishes/individual) were prepared from 2 affected patients (V-1, V-
3) and a healthy control. After incubating for 48 hrs at 37 °C, the blood cultures (10 mL)
were treated with either 30 pl of 1 pg/ mL Mitomycin C (MMC; Sigma) or the vehicle
DPBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline) and incubated for additional 24 hrs at 37
°C, followed by a treatment (2 hrs, 37°C) with 0.1 mL of 10 pg/ mL colchicine
(Invitrogen), followed by incubating with a hypotonic shock medium (2 mL fetal bovine
serum + 10 mL distilled water) for 7 minutes. The cells were fixed, mounted on a slide,
and stained for 12 minutes in a 4% Giemsa (Merck). For each culture, 200 metaphases
were analyzed.

DDX11 site-directed mutagenesis.

An DDX11-R263Q mutation was introduced into the 6X His-pCDNA3-3XFLAG plasmid
DNA using mutagenic primers (sense: 5’-GGT-CTC-CCT-TGG-CTC-CCA-GCA-GAA-
CCT-TTGTG-3> antisense: 5’- CAC-AAA-GGT-TCT-GCT-GGG-AGC-CAA-GGG-
AGA-CC-3’) and a standard protocol from Quickchange II XL site-directed mutagenesis
kit (Stratagene) by Lofstrand labs (Gaithersburg, MD). The open reading frame was
sequenced to verify the mutation. The human DDX11 ¢cDNA used herein was provided by
the late Dr. Jill M. Lahti (Department of Genetics and Tumor Cell Biology, St. Jude
Children's Hospital, Memphis, TN), and requests can be made to Dr. Akira Inoue (St. Jude
Children's Hospital).


http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/
http://picard.sourceforge.net/index.shtml
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Recombinant DDX11 protein purification.

DDX11-WT and DDX11-R263Q proteins were purified using a protocol previously
described (Wu et al.,, 2012). Briefly, 6X His-pCDNA3-3XFLAG plasmid containing
human DDX11-WT and DDX11-R263Q c¢cDNA was transfected into 293T cells using
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) as recommended by the manufacturer. Ten to twenty 10-
cm plates were grown to ~80% confluence for transfection. Cells were harvested 54 h after
transfection by trypsinization and centrifugation. Pellets were washed with cold PBS and
cold PBS with proteinase inhibitors (Roche Applied Science) sequentially, resuspended in
5 mL of hypotonic buffer (10 mM Tris HCI pH 7.4, 10 mM KCI, 1.5 mM MgCl2, | mM
dithiothreitol (DTT), 0.5 mM PMSF, proteinase inhibitors) and incubated on ice for 15
min. Cells were lysed by Dounce homogenization (30 strokes) and centrifuged at 4 °C for
30 min at 2500 x g to separate nuclear pellets from cytosolic fraction. The cytosolic
fraction was collected and kept on ice. The nuclear pellets were suspended in 5 mL of
nuclear buffer ( 20 mM Tris HCI, pH 7.4, 0.15 M NaCl, 1.5 mM MgCl2, 10% glycerol, 0.2
mM EDTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF and proteinase inhibitors) and incubated in
rocking at 4 °C for 30 min. The cytosolic and nuclear fractions were pooled and
centrifuged at 43,500 x g for 1 hour at 4 °C. The supernatant (10 mL) was incubated with
0.4 ml of FLAG resin (Sigma) in FLAG buffer (20 mM Tris HCL, pH 7.4, 0.15 M NaCl,
1.5 mM MgCl2, 10 % glycerol,0.05 % Nonidet P 40, 0.2 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.5 mM
PMSF and proteinase inhibitors) at 4°C for 2 hours. The resin was then washed twice with
high salt containing FLAG buffer buffer (20 mM Tris HCI, pH 7.4, 0.5 M NaCl, 1.5 mM
MgCl2, 10 % glycerol, 0.05 % Nonidet P 40, 0.2 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF
and proteinase inhibitors) followed by one washing with FLAG buffer. DDX11 protein
was eluted with 4 ng/ mL 3X FLAG peptide (Sigma) in elution buffer (25 mM TrisHCI,
pH 7.4, 1 mM EDTA, 0.15 M NaCl, I mM DTT, 0.01% nonidet P-40, protein inhibitors).
The FLAG tagged DDXI11 protein was dialysed at 4 °C for 2 hours in elution buffer.
Aliquots were frozen in liquid nitrogen and stored at -80 °C. Purified recombinant DDX11
proteins were analyzed for purity by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis followed by Coomassie staining. Protein concentration was determined by
the Bradford assay using bovine serum albumin (BSA) as a standard. A total of 3
independent purifications were prepared for each wild type and mutant DDX11, each of
which was used in the different assays described herein.

Radiometric helicase assays.

The helicase assays were performed as described previously (Wu et al., 2012). Briefly,
reaction mixtures (20 pul) contained 25 mM Hepes-NaOH, pH 7.5, 25 mM potassium
acetate, 1 mM magnesium acetate, 1 mM DTT, 100 pg/ml BSA, 1 mM ATP, 10 fmol of
the fork duplex substrate or 2 fmol of OX-1 G4 DNA substrate and the indicated
concentrations of the specific DDX11 protein. Helicase reactions were initiated by
addition of DDX11 protein and then incubated at 37 °C for 15 minutes. The reactions
were stopped by stop buffer (75.5 mM EDTA, 0.3% SDS, 12.5 % glycerol, 0.02%
bromophenol blue, 0.02% xylene cyanol blue). For standard duplex substrate, a 10-
fold excess of unlabeled oligonucleotide with the same sequence as the labeled strand
was included in the stop buffer to prevent reannealing. Reactions were run in 12 %
native PAGE for duplex substrate, and 12% native PAGE containing 10 mM KClI for G4
substrate. The reaction product was visualized in Phospholmager and quantified by
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Image quant software. The percentage of helicase substrate unbound was calculated
by 100X (P/(S+P) where P is the product and S is the substrate.

Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA).

DNA binding of DDXI11 proteins were performed in a reaction mixture (20 ul) that
contained the indicated concentrations of DDXI11 and a 0.5 nM concentration of the
specified 32P-end-labeled DNA substrate in the same reaction buffer as that used for
helicase assays except ATP was omitted. The binding mixtures were incubated on ice for
30 min after the addition of DDX11. After incubation, 3 ul of loading dye (74% glycerol,
0.01% xylene cyanol, 0.01% bromphenol blue) was added to each mixture, and samples
were resolved on native 5% (19:1acrylamide:bisacrylamide) polyacrylamide gels at 200 V
for 1 h and 30 min at 4 °C. The radiolabeled species were visualized using a
Phosphorlmager and analyzed with Image Quant software. The specific activity of 32P-
gamma ATP used for radiolabeling oligonucleotide to prepare 19 bp forked duplex DNA
substrate was 3000 Ci (111TBq)/mmol (Perkin Elmer).

ATP Hydrolysis Assays.

ATP hydrolysis was measured using [y-32P] ATP (PerkinElmer Life Sciences) and
analysis by thin layer chromatography (TLC) on polyethyleneimine-cellulose plates
(Mallinckrodt Baker). The standard reaction mixture (20 pl total volume) contained 25 mM
Hepes-NaOH, pH 7.5, 25mM potassium acetate, | mM magnesium acetate, 1 mM DTT,
100 pg/ml BSA, 250 uM [y-32P] ATP, and 30 nM DDX11 protein and was incubated at 37
°C. Reactions were quenched with 50mM EDTA (final concentration). The reaction
mixture was spotted onto a polyethyleneimine-cellulose TLC plate and resolved using 0.5
M LiCl, 1 M formic acid as the carrier solvent. The TLC plate was exposed to a phosphor
imaging cassette for 1 h, visualized using a Phosphorlmager, and analyzed with Image
Quant software. For experiments to determine Km (ATP) and Vmax, M13mp18 ssDNA
was 2.1 nM, the concentration of ATP ranged from 16 to 2000 uM, and the reaction was
incubated for 30 min. For determination of kcat, the concentration of ATP was 4.4 mM.
Five-microliter aliquots were removed and quenched with 5 pl of 0.1 M EDTA at 0, 7.5,
15, 30 and 45 min, respectively.
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Figure SII.1 Helicase activity of DDX11-WT and DDX11-R263Q on antiparallel G2’ G
quadruplex DNA substrate.

Helicase reactions (20 pl) were performed by incubating DDX11-WT or DDX11-R263Q
with 0.1 nM OX-1-G2’DNA substrate at 37 °C for 15 min under standard helicase assay
conditions as described under “Supplementary Subjects and Methods”. Products were
resolved on native 10% polyacrylamide gels and representative phosphor images of
typical gels are shown. M, radiolabeled oligonucleotide marker.



Table SII.1 Shared homozygosity regions between patient V-1 and patient V-3.

Chr, chromosome. Markers start and end delimit the regions of shared

homozygosity at their corresponding positions (position start and end). Markers
positions are relative to the hg18 reference. Homozygosity regions contains > 30
markers and extend over 1 Mb.
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Chr | Marker Marker end | Position Position end | Size (Mb)
4 |rs13114034 | cnvi00137 | 6575335 | 18621527 12.0
rs4074750 | rs1741331 | 7006 834 8767 495 1.8
rs715666 | rs1060501 | 114 570 514 116 030 1.5
1 rs590586 | rs1790157 | 71544815 | 74827 791 3.3
cnvi000537 | rs4937823 | 130640250 | 133110 2.5
. rs12313656 | rs1106226 | 1305458 2517 044 1.2
rs7134402 | rs3819545 | 12988594 | 46551273 33.6
14 |rs17127035 | rs7151711 | 53427887 | 78734 800 25.3
17 | rs9910227 | rs9652853 | 51338491 | 52636590 1.3
22 | rs5996657 | rs5998853 | 22715105 | 32022122 9.3

Table SII.2 Prioritization of the variants detected in the exome of patient V-1.

EVS, exome variant server (http://evs.gs.washington.edu/EVS/); (a) only variants
that were found in these databases at minor allele frequencies > 0.5% were
excluded; (b) based on Sanger sequencing of both DNA strands.

Variant filters applied sequentially

Variant count

Non-synonymous, nonsense, splicing, and coding/splicing | 8 087
Homozygous 2819
In Homozygosity Regions 148
Not in 198 in-house control exomes 5
Not in dbSNP135 or EVS or 1000 Genomes (2 2

Confirmed homozygous in the 3 affected siblings
and heterozygous in the parents (b)

1 (DDX11 p.R263Q)



http://evs.gs.washington.edu/EVS/)%3B

Table SII.3 ATPase activity of DDX11-WT and DDX11-R263Q

a. DDX11 proteins were 30 nM final concentration.
b. M13mp18 ssDNA concentration was 2.1 nM. c. ATP concentration was 4.4 mM.
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Protein Km (mM)ab Vmax (nmol min-1)ab | keae (min-1)abe
DDX11-WT 0.66 = 0.04 0.56 £ 0.05 220 £40
DDX11-R263Q | 0.19 £ 0.05 0.066 + 0.008 12+ 4

Table SII.4 Clinical features of the patients with DDX11 mutations

a) deafness due to cochlear structural abnormalities; b) tetralogy of Fallot; c) small
ventricular septal defects; ID, intellectual disability. * Patient V-2 died at the age of 4
years because of heart failure.

Description Patient V-1 | Patient V-2* | Patient V-3 Lelij etal. (2010)

DDX11 mutation p.R263Q/ | p.R263Q/ p.R263Q/ IVS22+2>T/
p.R263Q p.R263Q p.R263Q €.2689_2691del

Gender F M F M

Growth retardation severe severe severe severe

ID severe severe severe mild

Head circumference, <3rd < 3rd centile | <3rd centile | < 3rd centile

centile centile

Facial dysmorphy + + + +

Cardiac malformations | - +(b) - +()

Deafness() + + + +

Abnormal skin - - - +

pigmentation

Clinodactyly +/- -/- -/- +/+

/Syndactyly




CHAPITRE III: Disruption of TBC1D7, a
subunit of the TSC1-TSC2 protein complex,
in intellectual disability and megalencephaly.

Publié dans: Journal of Medical Genetics, 50(11):740-4, 2013
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Contribution:

Jai effectué¢ les analyses génétiques ayant permis d’identifier la mutation causale
(c.538delT:p.Y180fsX1 dans le géne TBCID7) dans cette famille. J’ai également validé
génétiquement I’implication de cette mutation dans la pathologie dans cette famille. J’ai
effectu¢ les travaux montrant que la mutation c¢.538delT entraine la dégradation de
TBCID7 dans les lymphoblastes des patients. Tcherkezian J a effectué¢ les expériences
montrant que la mutation p.Y 180fsX1 affecte la voie de signalisation mTORCI. Patry L,
Nadon MA, Mucha BE, Bencheikh BOA, Joober R, Rouleau GA et Samuels ME ont aidé
dans le design des travaux. Dobrzeniecka S a genotypé la mutation p.Y 180fsX1 dans une
cohorte d’individus contrdles. Décarie JC, Major P, Shevell M et Michaud JL ont
caractérisé le phénotype des patients dans cette famille. J’ai rédigé la premiére version du
manuscrit, Hamdan FF, Roux PP et Michaud JL ont également contribué a la rédaction et

a la révision du manuscrit.
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ABSTRACT

Background Mutations in TSC1 or TSC2 cause the tuberous sclerosis complex (TSC), a
disorder characterised by the development of hamartomas or benign tumours in various
organs as well as the variable presence of epilepsy, intellectual disability (ID) and autism.
TSC1, TSC2 and the recently described protein TBC1D7 form a complex that inhibits
mTORCI signalling and limits cell growth. Although it has been proposed that mutations
in TBC1D7 might also cause TSC, loss of its function has not yet been documented in
humans. Methods and Results We used homozygosity mapping and exome sequencing
to study a consanguineous family with ID and megalencephaly but without any specific
features of TSC. We identified only one rare coding variant, ¢.538delT: p.Y180fsX1 in
TBC1D7, in the regions of homozygosity shared by the affected siblings. We show that
this mutation abolishes TBC1D7 expression and is associated with increased mTORCI1
signalling in cells of the affected individuals. Conclusions Our study suggests that
disruption of TBC1D7 causes ID but without the other typical features found in TSC.
Although megalencephaly is not commonly observed in TSC, it has been associated with
mTORCI1 activation. Our observation thus reinforces the relationship between this

pathway and the development of megalencephaly.
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INTRODUCTION

The tuberous sclerosis complex (TSC) is a multisystemic disorder characterised
by the development of hamartomas or benign tumours in various organs, most notably
skin, brain and kidneys, as well as a high incidence of epilepsy, intellectual disability (ID)
and autism (Crino et al., 2006).TSC is caused by heterozygous loss-of-function mutations
in TSC1 (MIM#605284) or TSC2 (MIM#613254). The corresponding proteins form a
complex, which functions as a GTPase-activating protein for the Rheb GTPase. Through
stimulation of the intrinsic GTPase activity of Rheb, the TSC1-TSC2 complex switches
Rheb from its mTORC1-activating, GTP-bound state to its inactive GDP-bound state. In
turn, activated mTORC1 phosphorylates many proteins, including translational regulators
such as the 40S ribosomal protein S6 kinases (S6Ks) and the 4E-binding proteins (4E-
BPs) to promote protein synthesis and cell growth (Garami et al., 2003 ; Tee et al., 2003).

TBCI1D7 was recently identified as a third constitutive subunit of the TSC1-TSC2
complex (Nakashima et al., 2007 ; Dibble et al., 2012). Binding of TBC1D7 to TSC1 is
required for maintaining the integrity of the TSC1-TSC2 complex, and loss of its function
increases mTORCI1 signalling, delays induction of autophagy and enhances cellular
growth. Sequencing analyses failed to identify mutations in TBC1D7 in a small cohort of
individuals with TSC but without detectable mutations in TSC1 or TSC2 (Dibble et al.,
2012). Here, we report the identification of a homozygous truncating mutation in

TBCI1D7 in a family with ID and megalencephaly.
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SUBJECTS AND METHODS

Subjects.

The affected individuals (II.1 and I1.3) are two siblings born to a consanguineous North
African couple in good health. Another sibling is unaffected (I1.2). A cohort of 285 North
African controls was also studied. Blood samples were obtained from each of these
individuals after informed consent and the approval of the appropriate institutional ethic
review board.

Homozygosity mapping.

Genomic blood DNA (2.5 mg) from individuals II.1and I1.3 was used for whole-genome
genotyping on the Illumina 660 Quad Chip (Infintum HD) at the McGill University and
Genome Quebec Innovation Center (MUGQIC, Montreal, Canada). Homozygosity
mapping was performed using Plink (V.1.06). Shared regions of homozygosity (HR)
containing more than 30 consecutive single nucleotide polymorphisms (SNPs) and
extending over 1Mb were retained.

Exome capture and sequencing.

The exome of individual II.1 was captured from 3 [Jg of blood genomic DNA, using the
Agilent SureSelect Human All Exon Capture 50 Mb Kit (Mississauga, Ontario, Canada),
and sequenced (paired-end, 2x100 bp) using the Illumina HiSeq2000 at the MUGQIC.
Sequence processing, alignment and variant calling were done using the Broad Institute
Genome Analysis Tool Kit (GATK v2.2) and annotated using Annovar (Wang et al.,
2010).

RNA analyses.

Lymphoblastoid cell lines (LCLs) derived from all three siblings and two unrelated
healthy individuals were treated either with300 mg/ml of puromycin (Sigma, Toronto,
Ontario, Canada) or with vehicle Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS) for 6
hours at 37°C. Subsequently, total RNA was extracted using the Trizol reagent
(Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada), reverse-transcribed (1 mg) using the
Superscript Reverse Transcriptase-II (Invitrogen), then PCR-amplified using primers
targeting exons 5 and 8 of TBCI1D7 (NM_001143965.2;ex5F:5’-ggaaatggtggaagatagtgt-
3’;ex8R:5’-gaccccggtccattcaagetga-3’). B-Actin was also amplified as an internal control.

Protein phosphotransferase assays and western blot analysis.

LCLs derived from all three siblings and two healthy individuals were treated with
dimethyl sulfoxide or rapamycin (100 nM) for 1 h prior to being harvested as described
previously.(Romeo et al., 2013) Whole-cell lysates were subjected to sodium dodecyl
sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and immunoblotted against
total and phosphorylated rpS6 (Ser240-244), S6K1 (Cell Signaling Technologies),
TBCI1D7 (Sigma) andf-actin (Santa Cruz Biotechnology). For S6K1 kinase assays,
immunoprecipitated S6K1 was incubated in a reaction buffer with recombinant
glutathione S-transferase-rpS6 fusion proteins and radiolabelled ATP as described
elsewhere.7 Resulting samples were subjected to SDS-PAGE, and 32P incorporation was
determined using a Fuji Phosphorlmager. The data presented are representative of at least
three independent experiments.
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RESULTS

We identified two siblings with ID, II.1 (9 years) and I.3 (3 years), from a
consanguineous North African family (Figure III.1A). The affected siblings showed a
similar phenotype with mild ID and increased head circumference (> 97th centile) (see
online supplementary information). In subject II.3, the head circumference was already
enlarged at birth. The siblings were not dysmorphic but showed a broad forehead,
probably due to the associated macrocrania (Figure III.1C, D, G, and H). In addition, the
head of subject 1.3 was scaphocephalic (Figure III.1H, J). Brain MRI showed normal
ventricles and subarachnoid spaces as well as a slightly enlarged corpus callosum in both
siblings, indicating that the macrocrania is secondary to an increase in brain volume and
not due to increased accumulation of cerebrospinal fluid (Figure IIL.1E, F, I, J). MRIs did
not reveal any cortical tubers or subependymal nodules. There is no history of seizures in
the siblings, but EEG recording showed some epileptic activity in the right temporal lobe
in subject II.1. Examination of both siblings did not show any skin features of TSC,
including facial angiofibroma, shagreen patch or hypomelanotic macule. Serial kidney

ultrasound studies performed in subject I1.3 showed no signs of angiomyolipoma.

We performed homozygosity mapping in the affected siblings (II.1 and I1.3) and
identified eight shared regions of homozygosity (see online supplementary table SIII.1).
We next performed exome sequencing in one of the affected siblings (II.1). After
mapping and removal of duplicate reads, we obtained an average per target base coverage
of ~90x, with 95% of the target bases covered at 10x or more. We identified 142
homozygous non-synonymous coding and splicing variants in the shared homozygous
intervals. After filtering out variants that were present at a frequency of more than 1.0%
in our in-house control exome dataset (n = 200) or in SNP public databases (1000
genomes, NHLBI Go Exome Sequencing Project Exome Variant Server or dbSNP135),
only one variant, a truncating mutation in TBC1D7 (NM_001143965.2:exon6: c¢.538delT:
p.Y180fsX1), remained. This mutation was confirmed by Sanger sequencing to be
homozygous in the two affected siblings and heterozygous in the parents and in the
unaffected sibling (see online supplementary Table S II1.2; Figure III.1B). This mutation

was absent from our entire in-house exome datasets (>700) and all the above-mentioned
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public SNP databases. In addition, genotyping this mutation in 285 control individuals

from North African origin failed to identify a single carrier.

We next studied the impact of ¢.538delT on TBC1D7 protein and mRNA levels
using LCLs derived from the two affected subjects, their unaffected sibling and two
unrelated healthy individuals. Western blot analysis and reverse transcription PCR
showed that cells from the affected siblings did not show any detectable TBC1D7 protein
production and mRNA expression, respectively, in contrast to cells from the unaffected
sibling or controls, suggesting that ¢.538delT induces the degradation of TBC1D7 mRNA
via the nonsense-mediated decay (NMD) pathway (Figure II1.2, see online supplementary
figure SIIL.1). This possibility is consistent with the fact that direct sequencing of the
TBC1D7 ¢cDNA amplified from the heterozygous sibling only showed the presence of the
wild-type allele. Moreover, incubating the cells with puromycin, an inhibitor of
translation and NMD,(Andreutti-Zaugg et al., 1997) restored the expression of the
TBC1D7 mutant allele (see online supplementary figure SIII.1).

Based on the newly described role of TBCID7 as an upstream regulator of
mTORCI1, we examined whether cells derived from affected individuals had abnormal
levels of mTORCI1 activity. For this, we quantified several established mTORCI-
dependent signalling events, such as the kinase activity of immunoprecipitated
endogenous S6K 1, as well as phosphorylation of the S6K 1 substrate rpS6 (Ser 240-244).
Using this approach, we found that LCLs derived from subjects II.1 and II.3 displayed
constitutively high levels of mTORCI activity compared with cells from the unaffected
sibling (II.2) or healthy controls (Figure II1.2). In all tested LCLs herein, mTORCI1
activity was completely sensitive to rapamycin treatment, consistent with TBC1D7

playing the role of an upstream regulator of mTORCI.
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DISCUSSION

We identified a rare homozygous truncating mutation in TBC1D7 in two siblings
with ID and megalencephaly. Several observations suggest that this mutation is
pathogenic. First of all, exome sequencing showed that it is the only rare coding or
splicing variant present in all the regions of homozygosity shared by the affected siblings.
Family studies confirmed that the mutation segregates with the phenotype consistent with
an autosomal recessive mode of inheritance. Furthermore, this mutation results in the loss
of TBC1D7 expression and is associated with increased mTORCI signalling in cells of
the affected subjects, confirming the involvement of TBC1D7 in the regulation of the
mTOR pathway. Interestingly, mTORCI activation has been associated with
megalencephaly and ID. For instance, mutations in components of the mTOR pathway,
including PTEN, STRADA, AKT3, PIK3R2, PIK3CA and MTOR, have been identified
in syndromic and non-syndromic forms of megalencephaly (Liaw et al., 1997 ;
Puffenberger et al., 2007 ; Lee et al., 2012 ; Riviere et al., 2012). These different
mutations appear to cause megalencephaly by increasing mTORCI1 signalling. The
documentation of ID and megalencephaly in subjects with mutations in TBC1D7 is thus

consistent with what we know about the function of this gene and of the mTOR pathway.

TBCID7 was recently identified as the third constitutive subunit of the TSC1-
TSC2 complex, suggesting that mutations in the corresponding gene might explain some
TSC cases. The subjects described here did show ID, which is found in about 50% of
patients with TSC (Ehninger, 2013) . Although megalencephaly is not atypical feature of
TSC, it has been described in some individuals with that condition (Maloof et al., 1994 ;
Griffiths et al., 1998). Moreover, the incidence of macrocrania, which may be indicative
of megalencephaly, is greater in individuals with TSC than in the general population
(Fidler et al., 2000). However, the affected subjects did not show the specific brain,
kidney or skin features associated with TSC. Identification of additional patients with
TBC1D7 mutations is needed to better assess the associated phenotypic spectrum and the

range of its overlap with TSC.
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Figure III.1 Identification of a homozygous truncating mutation in TBC1D7.

(A) Pedigree of the consanguineous North African family studied here.

(B) Sanger re-sequencing confirming that the ¢.538delT: p.Y180TfsX1)
(NM_001143965.2) mutation in TBC1D7 segregates in this family.
Representative chromatograms of the two affected siblings (homozygous for
c.538delT), their parents and the unaffected sibling (heterozygous for
c.538delT) are shown. (C-J) Pictures and brain MRI images of subjects II.1 (C-F)
and I1.3 (G-J). Axial T2 images (E and I) showed normal ventricles and
subarachnoid spaces. The macrocrania is therefore secondary to an increased
brain volume and not due to hydrocephalus or increased subarachnoid spaces.
Sagittal Tlimages (F and ]J) showed an enlarged corpus callosum. Access the
article online to view this figure in colour.
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Figure III.2 Impact of the mutation ¢.538delT (p.Y180fsX1) on mTORC1
activation.

Assessment of mTORC1 activation in lymphoblastoids cell lines by
quantifying the in vitro activity of S6K1 using recombinant glutathione S-
transferase (GST)-rpS6 fusion proteins (two upper panels) and blotting
total and phosphorylated rpS6, S6K1, TBC1D7 and B-actin in whole-cell
lysates. Results are displayed by genotypes of the individual with and
without rapamycin treatment. Access the article online to view this figure
in colour.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Clinical description

The subjects are siblings born to a consanguineous North African couple in good health.
A sister is unaffected. Head circumference of the mother is 55.4 cm (50-75th centile) and
of the unaffected sister is 51.5 cm (50th centile) at 6 years of age. We did not have access
to the father but he was described as having a “small head”.

Subject 11.1

Subject II.1 is a 9 year-old girl. Pregnancy was unremarkable except for pre-eclampsia
during the third trimester, leading to caesarean section at 34 weeks of gestation. APGAR
score was 2 and 7 at 1 and 5 minutes, respectively. At birth, weight was 2.9 kg. The
neonatal course was uneventful and the child was discharged from the hospital at two
days of life.

Subject II.1 showed global developmental delay. She started to walk at 18 months of age,
showed decreased fine motor skills and was slow to talk. Currently, she can produce short
sentences of about 4 or 5 words. She can draw circles but not a face. She can recognize
some letters and single digits but cannot write them. Formal psychometric assessments
were performed at 9 years of age. She performed poorly on the Perceptual Reasoning
Index of the Wechsler Intelligence Scale for Children — IV, with a score under the Ist
centile. She also obtained low scores (mild-to moderate intellectual disability range) with
the Leiter-R Brief IQ. Assessment with the Adaptive Behavior Assessment System-II
(ABAS-II) showed a score less than 0.1 centile on the global scale. Overall, the cognitive
assessment showed mild intellectual disability. Non-verbal interactions were
unremarkable. No seizure was noticed.

At 9 years and 5 months of age, subject 1I.1 weighed 37.4 kg (75-90th centile) and
measured 142.4 cm (90th centile). Her head circumference measured 55.5 cm (97.5th
centile). Neurologic examination was unremarkable. ~ Whole-genome comparative
hybridization with an array containing 135000 oligonucleotides, and molecular testing for
the triple repeat expansion associated with the Fragile X syndrome did not show any
abnormality. A comprehensive metabolic work-up, including blood lactate and ammonia,
urine creatine and guanidinoacetate measurements, plasma amino-acid and urine organic
acid chromatography, as well as evaluation of immunoreactive forms of transferrin after
isoelectric focusing in polyacrylamide gels, was unremarkable. EEG recording showed
some epileptic activity in the right temporal lobe.

Subject I1.3

Subject 11.3, a 3 year-old boy, was born at term after an unremarkable pregnancy.
APGAR score was 9 and 9 at 1 and 5 minutes, respectively. At birth, weight was 3,7 kg
and head circumference was 37.2 cm (95th centile). The neonatal course was uneventful.

Subject 1.3 showed global developmental delay. He started to walk at 2 years A.
Currently, he can eat with a spoon and draw spirals but not closed forms. He can say
about 10 words but cannot associate words. He understands simple commands and can
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designate body parts on demand. Psychometric evaluations performed at the age of 2
years and 7 months with the Wechsler Preschool and Primary Scale of Intelligence (3rd
edition), the Mullen Scales of Early Learning, and the ABAS-II showed a profile
consistent with mild intellectual disability. Non-verbal interactions were unremarkable.
No seizure was noticed.

Kidney ultrasound performed at 2 months of age showed grade IV hydronephrosis with
proximal hydroureter on the left side consistent with pyeoloureteral junction obstruction.
Open pyeloplasty was performed at 3 months of age.

At 2 years and 11 months of age, subject 1.3 weighed 15.6 kg (75th centile) and
measured 91.4 cm (10-25th centile). His head circumference measured 54.5 cm (> 97th
centile) and his head shape was scaphocephalic. Neurologic examination was
unremarkable.

Whole-genome comparative hybridization with an array containing 135000
oligonucleotides, and molecular testing for the triple repeat expansion associated with the
Fragile X syndrome did not show any abnormality. A comprehensive metabolic work-up,
including blood ammonia, urine creatine and guanidinoacetate measurements, and plasma
amino-acid chromatography was unremarkable.
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Figure SIII.1 RT-PCR analysis showing nonsense-mediated decay of the
TBC1D7 mutant allele in LCLs from subjects II.1 and I1.3.

LCLs from the unaffected sibling (I1.2) and two unrelated individuals lacking
the c.del538T TBC1D7 mutation were used as controls. Results are
displayed by genotype of the individuals with and without puromycin
treatment. TBC1D7 and b-Actin were amplified from LCLs cDNA using gene
specific primers. Water was used as a negative control. Lower panel shows
the chromatograms of the generated RT-PCR products, with the presence of
the mutant TBC1D7 allele (c.del538T) in the affected siblings (II.1, I1.3) only
after puromycin treatment.



SUPPLEMENTARY TABLES

Table SIII.1 Shared homozygosity regions between patients II.1 and I1.3

Chromosomal coordinates are based on NCBI genome build hg19

Homozygosity regions of minimum 30 SNPs and extending over 1Mb.
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Chr | Marker start | Marker end | Position start | Position end | Size (Mb)

1 rs1316342 | cnvi0004790 | 22680517 27 533377 4,9

1 rs697452 rs7549807 | 191627 004 | 204 079 268 12,5

2 | rs12466109 | rs6436364 | 214091797 | 223810 266 9,7

6 rs1179240 | rs13201062 89571 14 390 681 14,3

7 rs763391 | rs11760753 | 68917 040 69 925 030 1,0
15 | rs1668586 | rs2957637 | 42287578 43951118 1,7
16 | rs2271292 rs889792 67 322 857 68 524 308 1,2
20 | rs3843781 rs65567 4352277 15041 361 10,7

Table SIII.2 Prioritization of the variants detected in patient II.1's exome

HR, Shared homozygosity regions >30 SNPs and > 1Mb. EVS, exome variant
server (http://evs.gs.washington.edu/EVS/) of NHLBI /ESP; (a) only variants
that were found in these databases at minor allele frequencies > 1.0% were
excluded and the rest were retained. (b) Sanger sequencing in both directions

Variant filters applied sequentially Variant
Non-synonymous, nonsense, splicing, and coding/splicing Indels 13796
Homozygous 4981
In Homozygosity Regions 142
Not in 200 in-house control exomes 9
Not in dbSNP135 or EVS or 1000 Genomes(® 1
Confirmed homozygous in the 2 patients and 1(TBC1D7
heterozygous in their parents and the unaffected sibling ® | p.-Y180Tfs1X)
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Deficiency of asparagine synthetase causes congenital microcephaly and a
progressive form of encephalopathy.
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Contribution:

J’ai effectué les analyses génétiques ayant permis d’identifier les mutations causales (p.A6E et
p-R550C dans le gene ASNS) dans les familles C et D. J’ai également validé génétiquement
I’implication de ces mutations dans la pathologie de ces familles. J’ai effectué¢ le clonage
moléculaire des mutations p.A6E /p.R550C ; les constructions générées ont été utilisées dans
les études vérifiant I’impact des mutations sur I’expression de ASNS. Ruzzo EK a effectué les
analyses génétiques permettant de mettre en évidence la mutation causale (p.F362V dans le
gene ASNS) dans les familles A et B. Décarie JC, Mitchell GA et Michaud JL ont caractérisé
le phénotype des patients de la famille D. Nos collaborateurs en Israél et a Toronto ont
caractérisé¢ les phénotypes des patients des familles A, B et C, respectivement. Nos
collaborateurs de 1I’Université de Duke ont validé biologiquement 1’impact des mutations
p-A6E, p.F362V et p.R550C sur D’expression de ASNS ; ils ont également généré et
caractérisé le phénotype d’un modéle murin ou Asns est invalidé. Les autres collaborateurs ont
aidé dans le design de 1’étude. Ruzzo EK a rédigé la premiére version du manuscrit ; j’ai
contribué a la rédaction et a la révision du manuscrit avec Hamdan FF, Goldstein DB, Mitchell

GA et Michaud JL.
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SUMMARY

We analyzed four families that presented with a similar condition characterized by
congenital microcephaly, intellectual disability, progressive cerebral atrophy, and intractable
seizures. We show that recessive mutations in the ASNS gene are responsible for this
syndrome. Two of the identified missense mutations dramatically reduce ASNS protein
abundance, suggesting that the mutations cause loss of function. Hypomorphic Asns mutant
mice have structural brain abnormalities, including enlarged ventricles and reduced cortical
thickness, and show deficits in learning and memory mimicking aspects of the patient
phenotype. ASNS encodes asparagine synthetase, which catalyzes the synthesis of asparagine
from glutamine and aspartate. The neurological impairment resulting from ASNS deficiency
may be explained by asparagine depletion in the brain or by accumulation of
aspartate/glutamate leading to enhanced excitability and neuronal damage. Our study thus
indicates that asparagine synthesis is essential for the development and function of the brain

but not for that of other organs.
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INTRODUCTION

Intellectual disability (ID) affects 2%-3% of the general population and is
characterized by a broad range of cognitive deficits. It is usually subdivided into syndromic
and non-syndromic forms, depending on whether additional abnormalities are found.
Syndromic ID is often accompanied by microcephaly, defined by a head circumference more
than two SDs below the age- and sex-adjusted mean. The incidence of microcephaly, as
reported in birth defect registries worldwide, varies from 1 to 150 per 100,000 depending upon
the range of SD used to define microcephaly and the ethnic population. For example,
microcephaly is more prevalent in populations with a high degree of consanguinity (Mahmood
et al., 2011) . Causes of congenital microcephaly include metabolic disorders, chromosomal
anomalies, and intrauterine infections. However, with the exception of autosomal recessive
primary microcephaly (MCPH), the genetic etiology of most congenital microcephaly cases is
unknown.

We ascertained four families with a distinct form of severe encephalopathy associated
with congenital microcephaly and progressive brain atrophy. Two families were from the
same ethnic group, whereas the other two families were independently recognized as
presenting with an identical syndrome. Both pairs of families were analyzed independently by
exome sequencing. Here we report the clinical features of the affected children and
demonstrate that the observed phenotype in all four families can be explained by autosomal

recessive deficiency of asparagine synthetase (ASNS).
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RESULTS
Identification and Validation of ASNS Mutations

We identified a total of nine children from four families with a severe form of intellectual
disability (Table IV.1; Figure IV.1A; Supplemental Experimental Procedures available
online). These children were born with a small head circumference and showed progressive
microcephaly. Although congenital microcephaly is a consistent feature of this syndrome, the
patients do not fit the definition of primary microcephaly (MCPH) (Supplemental
Experimental Procedures). Their clinical course was characterized by profound developmental
delay and, in a majority of cases, early-onset intractable seizures (Table IV.1; Figure 1V.2;
Figure SIV.1). Clinical examination revealed axial hypotonia with severe appendicular
spasticity in all cases. All affected siblings of family C also showed excessive startle reflex,
mimicking hyperekplexia. In addition, several affected individuals from families C and D had
episodes of hypothermia. Brain MRI first performed in early infancy showed decreased
cerebral volume and size of pons, presumably caused by hypodevelopment and/or atrophy, as
well as delayed myelination (Figure IV.2; Figure SIV.1). Some patients also showed gyral
simplification. The affected children from two families (C and D) died during the fi