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Résumé

Nous présentons ici la description clinique et génétique d’'un syndrome neurocutané
unique. Le laboratoire du Dr Cossette a entrepris la caractérisation clinique et génétique
d'une famille canadienne-francaise qui a été identifiée par les Drs Giroux et Barbeau en
1972 et qui comprend plus de 100 personnes sur six générations. Les membres atteints
de cette famille présentent des Iésions typiques d'érythrokératodermie (EK) (OMIM
133190, EKV1 et EKV2), associées a une ataxie spinocérébelleuse pure. Dans cette
famille, I'ataxie est caractérisée par des troubles de la coordination et de la démarche
causés par une dégénérescence du cervelet et de la moelle épiniére. Cette ataxie est
transmise selon un mode autosomique dominant. Une étude antérieure de cette variante
d'EK avec ataxie avait suggeré une liaison sur le chromosome 1p34-p35, soit la méme
région que les formes EKV de type 1 et 2, causées respectivement par des mutations
dans les génes connexin-31 (GJB3; OMIM 603324) et connexin-30.3 (GJB4; OMIM
605425). Cependant, aucune mutation n'a été retrouvée dans ces génes pour la famille
canadienne-francaise. Nous avons récemment recontacté la famille et effectué des
examens détaillés, incluant une imagerie par résonance magnétique (IRM) et un
électromyogramme (EMG). Les manifestations neurologiques des individus atteints sont
compatibles avec une nouvelle forme d’ataxie cérébelleuse pure a transmission
autosomique dominante (ADCA de type lll dans la classification de Harding) que nous
avons appelée SCA34. Une cartographie compléte du génome nous a permis de localiser
le géne SCA34 sur le chromosome 6p12.3-q16.2. Egalement, en collaboration avec les
Drs Alexis Brice (HoOpital Pitié-La Salpétriére, Paris) et Alfredo Brusco (Hbpital San
Giovanni Battista di Torino, Italie), nous avons confirmé que trois autres familles
européennes avec SCA inexpliquée étaient également liées au locus SCA34. Notre
laboratoire a récemment entrepris la recherche des mutations responsables de SCA34.
Les résultats de ce criblage de génes candidats sont présentés dans le chapitre 3 de

cette thése.

Mots-clés : ataxie cérébelleuse autosomique dominante, Erythrokératodermie, étude de

liaison, ataxie spinocérébelleuse, SCA34, génétique.



Abstract

We present here the clinical and genetic description of a unique neuro-cutaneous
syndrome. Dr. Cossette’s laboratory began the clinical and genetic characterization of a
French-Canadian family who was identified by Drs. Giroux and Barbeau in 1972 and
includes more than 100 people over six generations. The affected members of this family
have typical lesions of erythrokeratodermia (EK) (OMIM 133190, and EKV1 EKV2),
associated with pure spinocerebellar ataxia. In this family, the clinical phenotype is
characterized by gait ataxia caused by degeneration of the cerebellum and spinal cord
and the pattern of inheritance is compatible with an autosomal dominant trait. In a
previous study of this variant of ataxia with EK, putative linkage was found on
chromosome 1p34-p35, the same chromosomal region of EKV1 and EKV2 that are
respectively caused by mutations in the connexin-31 gene (GJB3, OMIM 603324) and
connexin -30.3 (GJB4, OMIM 605425). However, no mutations have been found in these
latter genes for the French-Canadian family. We recently contacted the family and carried
out detailed examinations, including a magnetic resonance imaging (MRI) and
electromyography (EMG). Neurological manifestations of affected individuals are
consistent with a new form of pure autosomal dominant cerebellar ataxia, (ADCA type |l
in the classification of Harding) that we named SCA34. A whole genome scan allowed us
to map the gene on chromosome 6p12.3-q16.2. Interestingly, in collaboration with Dr.
Alexis Brice (Hopital Pitié-La Salpétriere, Paris), and Alfredo Brusco (San Giovanni
Battista Hospital, Turin, Italy), we found that three additional European families with
unexplained SCA were also linked to the SCA34 locus. Our laboratory has recently begun
the search for mutations causing SCA34. The results of this screening of candidate genes

are presented in Chapter 3 of this thesis.

Keywords: autosomal dominant cerebellar ataxia, Erythrokeratodermia, linkage analysis,

spinocerebellar ataxia, SCA34, genetics
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Avant-propos

Le Dr André Barbeau a été neurologue a I'Hbtel-Dieu de Montréal et chercheur a
I'Institut de recherche clinique de Montréal. Il a non seulement été un pionnier dans les
études sur l'interaction entre la génétique et I'environnement, mais aussi dans I'étude des
ataxies héréditaires chez les Canadiens Frangais. En 1972, il fit la premiére description
d'une famille canadienne-francaise atteinte d’'une ataxie spinocérébelleuse dominante
associée a un trouble cutané. Avec la collaboration du dermatologue Jean-Mario Giroux,
ils désignérent ce nouveau désordre neurocutané par I'Erythrokératodermie avec ataxie
(OMIM133190).

Le présent mémoire contient le manuscrit qui rapporte les résultats d’'une recherche visant
a identifier le géne responsable de cette forme d’ataxie, entrepris dans le cadre de mon
projet de maitrise. L’étude s’est déroulée dans le laboratoire du Dr Patrick Cossette au
Centre de Recherche du CHUM (CRCHUM). Le caractere unique de la grande famille
canadienne-frangcaise a nécessité I'étude de familles européennes avec ataxie
spinocérébelleuse inexpliquée afin de maximiser la puissance de notre étude de liaison
génétique. Le projet a été produit en collaboration avec des groupes de recherches
européens impliquant les Drs Alexis Brice et Dr Alfredo Brusco. Le projet a nécessité
'implication de cliniciens neurologues ayant contribué a I'évaluation des patients, soit le
Docteur Dang Nguyen pour la grande famille canadienne-frangaise. Le projet a aussi
nécessité I'implication d’infirmiéres cliniques dont Micheline Gravel et d’'un dermatologue
pour I'évaluation cutanée des patients a I'étude, soit le Docteur Christian Allen Drouin. Ce
mémoire comprend un article qui a été soumis dans la revue American Journal of Medical
Genetics. L'écriture de cet article, dont je suis la premiére auteure, constitue le fruit d'un
travail accompli grace a l'implication d'équipes de recherche multidisciplinaires afin
d’identifier la cause de ce syndrome unique. La réalisation de cette étude m'a permis de
compléter toutes les étapes impliquant la génétique soit I'extraction de I'ADN au
laboratoire, la cartographie fin des familles a I'étude, le séquencage des génes candidats,
I'analyse des séquences, autres analyses connexes pertinentes en vue de l'identification
de la mutation causale et enfin, I'écriture de cet article scientifique. Toutes ces étapes ont
été faites sous la supervision de mon directeur de recherche, le Dr Patrick Cossette. Les

analyses génétiques ont été réalisées en majeure partie par moi méme, avec la
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contribution des assistantes de recherche du laboratoire du Dr Cossette, Josée Poirier

et Caroline Meloche.

Le premier chapitre de ce mémoire est composé de I'état des connaissances concernant
les difféerentes formes d’ataxies spinocérébelleuses dominantes, les troubles
d’érythrokératodermies et autres maladies similaires ayant une composante neurologique,
ainsi que les mécanismes moléculaires associés a ces deux groupes de maladies dont le

geéne a été identifié.

Le deuxiéme chapitre est composé de l'article qui a été soumis le 19 mars 2010 a la
revue American Journal of Medical Genetics (part A). |l relate l'identification du locus
SCA34 chez quatre familles de descendance européenne, incluant la famille canadienne-

francaise décrite par les Drs Giroux et Barbeau.

Le troisiéme chapitre est composé des résultats supplémentaires non inclus dans l'article
et décrivant plus en détail le criblage des génes candidats de la région SCA34. Le
quatrieme chapitre est composé d'une discussion sur les éléments apportés

ultérieurement et les éventuelles perspectives d’avenir pour cette étude.



Chapitre 1 - Introduction

1.1 Etat des connaissances sur les ataxies

Le mot ataxie provient du Grec ataxia, ce qui signifie « désordre ». La maladie est
caractérisée par un manque de coordination des mouvements volontaires en

conséquence a une atteinte du systéme nerveux .

La maladie peut se présenter de maniére sporadique ou héréditaire par différents modes
de transmission soit autosomique dominante, autosomique récessive, liée au chromosome
X ou mitochondriale 2. Afin d’en alléger le contenu, ce mémoire abordera plus précisément
les formes a transmission autosomique dominante. Les ataxies héréditaires forment un
groupe de maladies neurologiques caractérisées par une perte progressive de la
coordination des mains, de la parole et des mouvements oculaires, accompagné par des
troubles de la démarche, résultants d’'une dégénérescence du cervelet. Dans certains cas,
il est aussi possible d’observer une dégénérescence de la moelle épiniére. De maniére
générale, l'ataxie cérébelleuse demeure jusqu’'a ce jour, la forme la plus fréquente des

ataxies ".

L'ataxie spinocérébelleuse autosomique dominante (SCA) est un groupe complexe de
maladies neurodégénératives caractérisées par une ataxie cérébelleuse progressive de la
démarche et des membres qui peut parfois étre associée a une combinaison variable de
troubles neurologiques incluant une ophtalmoplégie, des signes pyramidaux et
extrapyramidaux, des signes d’atteinte corticale (convulsions, troubles cognitifs,
démence), une rétinopathie pigmentaire et une neuropathie périphérique % >. Actuellement,
28 loci sont reconnus pour les SCA et la cause génétique de 18 d’entre eux a été

identifiée ™ >° (http://neuromuscular.wustl.edu). Il existe une certaine controverse a propos

des loci situés sur le méme chromosome a savoir s'il ne s’agit pas en fait d'un seul et
méme locus ou plutdét d’'un variant allélique de la méme maladie. C'est le cas de SCA16 et
possiblement SCA29 qui s'avérent étre des variants alléliques de SCA15 situées sur le
chromosome 3p24.2; de méme que SCA19 et SCA22, situés sur le chromosome 1p21-
g21 et qui semblent aussi étre des variants alléliques de la méme maladie " *. La

prévalence des ataxies héréditaires est d'environ 5-7 personnes pour 100 000 dans la



population générale ©. Par contre, cette prévalence différe d’'une région a l'autre, en raison
principalement d’effets fondateurs propres a certaines populations. A I'échelle mondiale

les formes SCA1, 2, 3 et 6 sont les plus courantes.

1.2 Importance du cervelet dans la maladie

Au niveau clinique, les manifestations varient d’'une forme a l'autre, mais la
caractéristique principale consiste en une dégénérescence du cervelet ’. Le cervelet a
pour réle principal le contrdle de l'activité motrice. Plus précisément, il intervient dans le
maintien de I'équilibre, du tonus musculaire et il coordonne les mouvements volontaires
précis (e.g. téte et yeux) 2. Le cervelet serait aussi impliqué dans le langage et d’autres
fonctions cognitives * °. La prochaine section de ce mémoire révisera de facon plus

détaillée 'anatomique et la fonction de cette région du cerveau impliquée dans les ataxies.

1.2.1 Morphologie du cervelet

Le cervelet correspond a moins de 10% du volume total du cerveau, mais contient
prés de la moitié des neurones cérébraux. Le cervelet est composé de trois différentes
régions: un manteau de matiére grise (le cortex cérébelleux), une zone interne de matiere
blanche et trois paires de noyaux; le noyau fastigial, les noyaux interposés (globuleux et

emboliforme) et le noyau dentelé (Figure 1) °.
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Figure 1. L'organisation générale du cervelet
(Source : http://www.ncbi.nim.nih.gov/bookshelf)

Le cervelet se divise en trois grandes parties, soit le vestibulocervelet (archéocervelet), le
spinocervelet et le cérébrocervelet (néocervelet). L’atteinte a chacune de ces trois régions
résulte en des syndromes cliniques spécifiques, mais la plupart des maladies du cervelet
impliquent plus d'une région du cervelet, provoquant en fin de compte, un
dysfonctionnement cérébelleux général .

Le vestibulocervelet est la partie la plus ancienne au niveau de I'évolution et se compose
du lobe flocculonodulaire qui recoit des afférences vestibulaires et qui projette vers les
noyaux vestibulaires latéraux. Il a pour rble le contrble de I'équilibre et du mouvement des
yeux. Une atteinte au niveau ce cette structure provoque entre autres des pertes
d'équilibre et du contréle axial ainsi qu'une diminution des réflexes vestibulaires avec

oscillations involontaires et saccadées du globe oculaire (nystagmus) .

Les cas d’ataxies spinocérébelleuses sont généralement causés par une dysfonction du
spinocervelet, la partie du cortex cérébelleux qui recgoit I'entrée somatosensorielle de la
moelle épiniére '. Le spinocervelet est composé du vermis et de la partie intermédiaire des

deux hémisphéres cérébelleux (Figure 2). Le vermis recoit les informations visuelles,



auditives et vestibulaires ainsi que des informations somatosentorielles de la téte et des
parties proximales du corps, afin de contréler la posture, la démarche et le regard. Il
projette en passant par le noyau fastigial a des régions corticales et du tronc cérébral qui
donnent naissance aux systémes médiaux descendants qui contrbélent les muscles axiaux

et proximaux des membres °.

Spinocerebellum
n

Cerebrocerebellum ‘iﬂ

_ o/

Flocculus

Moadulus

Figure 2. Les cartes somatotopiques de la surface du corps dans le cervelet.
(Source : http://www.ncbi.nim.nih.gov/bookshelf)

Le cérébrocervelet est formé des portions latérales des hémisphéres et recgoit ses
afférences du cortex cérébral (Figure 2). Partant du noyau dentelé, ses projections
projettent vers le cortex moteur, prémoteur et préfrontal. Il est impliqué dans la
planification du mouvement et I'évaluation des informations sensorielles au cours d’une
action. |l serait tout aussi également impliqué au niveau cognitif dans le traitement de

I'information sensitive lors de taches motrices complexes °.



1.2.2 Organisation cellulaire

Le cervelet ou cortex cérébelleux est une structure a trois couches composées de
cing types de neurones (Figure 3). En partant de l'intérieur vers I'extérieur, la couche
interne est la couche granulaire ou on y retrouve les cellules excitatrices granulaires et
quelques inter neurones de Golgi. La couche intermédiaire contient les corps des cellules
de Purkinje inhibitrices GABAnergiques. La couche la plus externe est la couche
moléculaire ou l'on retrouve les corps cellulaires de deux types d’inter neurones
inhibiteurs: les cellules en panier (baskets) et les cellules en étoile (stellates). On observe
aussi dans cette couche les fibres paralléles qui correspondent aux axones excitateurs

des cellules granulaires et les dendrites inhibitrices des cellules de Purkinje.
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Figure 3. Types de neurones présents dans le cortex cérébelleux
(Source : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf)

Le cervelet recoit deux types d’'afférences : les fibres moussues et les fibres grimpantes.
Les fibres moussues proviennent des noyaux de la moelle épiniére et du tronc cérébral et
transportent l'information sensorielle de la périphérie et du cortex cérébral. Leurs

terminaisons synaptiques excitent les dendrites des cellules granulaires. A leur tour, les



cellules granulaires projettent sur de longues distances pour aller exciter les cellules de
Purkinje. Les fibres grimpantes proviennent du noyau de I'olive inférieur et transportent
information visuelle, somatosensorielle et corticale. Alors que les cellules de Purkinje
recoivent des entrées de plus d’'un million de cellules granulaires, elles ne recoivent
gu’'une seule synapse des fibres grimpantes. L’activité des cellules de Purkinje peut étre

inhibée par les cellules en étoile, les cellules en panier et les inter neurones Golgi °.

1.2.3 Les maladies causées par une anomalie du cervelet.

Les signes neurologiques causés par une lésion du cervelet sont divisés en trois
catégories : 1) une hypotonie qui se décrit par une diminution de la résistance pour les
mouvements passifs associés a des réflexes pendulaires; 2) une anomalie dans
I'exécution des mouvements volontaires caractérisée par une soit par une perte de
coordination des membres (ataxie appendiculaire) et/ou des troubles d’équilibre qui se
manifeste & la marche ou la posture debout (ataxie tronculaire) % 3) un tremblement
intentionnel qui est plus marqué vers la fin d'un mouvement, lorsque l'individu tente
d’arréter celui-ci en utilisant des muscles antagonistes. L'ataxie résulte d'une
dégénérescence variable des neurones dans le cortex cérébelleux, le tronc cérébral, les
voies spinocérébelleuses et leurs connexions afférentes/efférentes °. La localisation des
dommages au niveau du cervelet peut étre identifiée grdce a une connaissance de
I'organisation somatotopique du spinocervelet. Par exemple, les Iésions du vermis et des
noyaux fastigiaux produisent principalement des difficultés dans le contr6le des muscles
axiaux et du tronc (Figure 2) °, alors qu’une atteinte des hémisphéres cérébelleux est

plutét associée a une incoordination des membres.



1.3 Présentation clinique des ataxies dominantes

Les ataxies héréditaires a transmission autosomique dominante sont caractérisées
par une dégénérescence variable du cervelet, du tronc cérébral, de la moelle épiniére, et
plus rarement des noyaux gris centraux et du cortex cérébral '°. La dégénérescence du
cervelet et autres structures cérébrales donnent lieu a des manifestations cliniques trés
variées. Le tableau suivant expose I'’hétérogénéité clinique et neuropathologique propre a

chaque SCA ¢ 3.



Tableau I. Description clinique et neuropathologique des différentes formes d’ataxies dominantes.

AGE
MALADIE | D'APPARITION CARACTERISTIQUES CLINIQUES NEUROPATHOLOGIE / MRI
MOYEN
Perte de cellules de Purkinje, les neurones du noyau dentelé, gliose de
4e décennie Ataxie, signes pyramidaux, neuropathie, = Bergma, perte variable de cellules granulaires, atrophie des pédoncules
SCA1 (<10 &> 60) dysphagie, syndrome des jambes sans cérébelleux moyens, perte de neurones du mésencéphale en 3e et 4e nerfs
repos craniens. Inclusions intranucléaires
. . Atrophie du cervelet, protubérance, lobe frontal, bulbe rachidien, des nerfs
. . Ataxie, saccades lentes, neuropathie P ; L
4e décennie A g craniens, la substance noire. Perte de cellules de Purkinje et cellules
SCA2 . périphérique, démence, syndrome des ; . .
(<10 a> 60) ; . granulaires. Inclusions cytoplasmiques
jambes sans repos, dysphagie
C . Le cervelet est relativement épargné, la moelle épiniére montre une perte
Ataxie, signes pyramidaux et X e . . . o :
. : . - des fibres myélinisées dans les voies spinocérébelleuse et du funicule
SCA3 4e décennie extrapyramidaux, ophtalmoplégie, o : SR
; ) postérieur. La perte des neurones et gliose de la substance noire ainsi que
(MJD) (10-70) nystagmus, neuropathie, dystonie, - : .
X les noyaux des nerfs craniens et vestibulaires, la colonne de Clarke et de la
syndrome des jambes sans repos o . . o
corne antérieure. Inclusions intranucléaires.
SCA4 4 a7 décennie Ataxlle', une neuropathie sensorielle, Atrophie cérébelleuse
(19-72) surdité
e
SCAS ch_eL:mie Ataxie cérébelleuse pure Atrophie du vermis et des hémisphéres cérébelleux
SCA6 5(? } 6e_ Ataxie cgrebelleuse pure progressive, Perte de cellules de Purkinje et des neurones de I'olive inférieure
décennie dysarthrie, nystagmus.
SCA7 3e-4e Ataxie, ophtalmoplégie, baisse d'acuité Atrophie olivopontocérébelleuse et amincissement de la moelle épiniére.
décennie visuelle, rétinopathie Dégénérescence rétinienne. Inclusions intranucléaires
Ataxie, neuropathie sensorielle,
spasticité, symptdomes
SCAS8 39 ans neuropsychiatriques (troubles de Atrophie cérébelleuse et pontique

I'exécultif, la dépression), myoclonie,
migraine




AGE
MALADIE | D'APPARITION CARACTERISTIQUES CLINIQUES NEUROPATHOLOGIE / MRI
MOYEN
SCA9 Adulte Ataxie, symptomes pyramidaux et Atrophie cérébelleuse
extrapyramidaux
SCA10 36 ans Ataxie, épilepsie, troubles cognitifs Atrophie cérébelleuse
SCA11 30 ans (15-70) Ataxie cérébelleuse pure Atrophie cérébelleuse. Protéine tau hyperphosphorylée
. : Ataxie, trembllelments parkl_nsqnlens, Atrophie du cortex cérébral, dilatation des ventricules, perte des cellules de
SCA12 4e décennie troubles cognitifs ou psychiatriques, Purkinie. atrophie cérébell t ti Inclusi . éai
démence urkinje, atrophie cérébelleuse et pontique. Inclusions intranucléaires
SCA13 Enfance Ataxie, retard mental Atrophie du cervelet et protubérance
SCA14 | 28ans(12-42) Ataxie, myoclonie, dystonie, perte Atrophie cérébelleuse
sensorielle
SCA16-15 | 39 ans (20-66)  Ataxie cérébelleuse pure Atrophie du vermis cérébelleux
Ataxie, dystonie, chorée, démence,
SCA17 6-34 ans t’ro_uble.s psychiatriques, myoclonies, Perte ngu_ronale du cortex cérébral, des neurones du striatum et des cellules
épilepsie de Purkinje
Ataxie, une neuropathie sensorielle, une
2e- 3e atrophie musculaire neurogéne;
SCA18 - . . . ; .
décennies neuropathie sensori-motrice avec ataxie
(SMNA).
SCA19-22 | 34 ans (20-45)  Ataxie, myoclonies, troubles cognitifs
SCA20 46 ans (19-64) AtaX|e,.dys_phon|e, dysarthrie, At.rophle pancérébelleuse avec calcification dentée, pseudo hypertrophie
bradykinésie olivaire
SCA21 6-30 ans Ataxie, parkinsonisme Atrophie cérébelleuse isolee
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AGE
MALADIE | D'APPARITION CARACTERISTIQUES CLINIQUES NEUROPATHOLOGIE / MRI
MOYEN
Atrophie, du vermis cérébelleux, protubérance, de la moelle épiniére et
frontotemporale. Perte neuronale dans le vermis cérébelleux, noyaux
5e - Bes Ataxie, neuropathie sensorielle, signes dentelés et olives inférieures. Amincissement des voies ponto-cérébelleux et
SCA23 - ; k . AT - :
décennies pyramidaux, dysarthrie démyélinisation des cordons postérieurs et latéraux de la moelle épiniéere.
Inclusions intranucléaires dans les neurones nigraux
SCA25 1.5-39 ans Ataxie, neuropathie sensorielle Atrophie cérébelleuse
SCA26 26-60 ans Ataxie cérébelleuse pure, dysarthrie Atrophie cérébelleuse
SCA27 (171238)3 Ataxie, tremblements, retard mental Atrophie cérébelleuse modérée
19.5 ans L . L,
SCA28 (12-36) Ataxie, signes pyramidaux, nystagmus Atrophie cérébelleuse
Chorée. convulsions. démence Atrophie et perte des neurones dans le globus pallidus, le noyau dentelé, le
DRPLA 4e-6° décennies ., ’ ’ tronc cérébral, le cervelet et la substance blanche cérébrale. Dépobts de
myoclonies i i
ipofuscine
SCA30 \I)/ilgeu alafin de Syndrome cérébelleux pur Atrophie cérébelleuse
Ataxie a la marche, dysarthrie
6e décennie cérébelleuse, ataxie des membres, une Atrophie cérébelleuse, dégénérescence des cellules de Purkinje, dendrites
SCA31 o T . . : o
(45-72) diminution du tonus musculaire et anormales. Inclusions intranucléaires

nystagmus horizontal

Adapté de & ™
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Cette grande hétérogénéité clinique a nécessité I'implantation d’'une classification afin de
mieux classifier les différents types d’ataxie. Une classification en trois groupes a été
proposée en 1984 par A. Harding en fonction des signes cliniques associés a l'ataxie

cérébelleuse .

1.3.1 Ataxie dominante de type | (ACDA type )

Outre le syndrome cérébelleux principal, les patients présentent des troubles
supplémentaires qui deviennent plus proéminents avec la progression de la maladie,
incluant I'ophtalmoplégie supranucléaire, des saccades oculaires lentes, une atrophie
optique, des signes extrapyramidaux, une augmentation ou diminution des réflexes
tendineux, ainsi qu’'une perte sensorielle, des troubles cognitifs, de la démence et de

I'amyotrophie (http://neuromuscular.wustl.edu)’. Le groupe des ataxies cérébelleuses

autosomiques dominantes (ADCA) de type | est le plus hétérogéne, comprenant SCA1,
SCA2, SCA3, SCA4, SCA8, SCA12, SCA13, SCA18-25, SCA27-29, et latrophie
dentatorubral-pallidoluysienne (DRPLA) ™.

1.3.2 Ataxie dominante de type Il (ACDA type Il)

En plus du syndrome cérébelleux, les principaux signes cliniques se manifestent
par une dégénérescence maculaire progressive qui conduit a la cécité, une
dégénérescence pigmentaire de la rétine, de [l'ophtalmoplégie et/ou syndrome
extrapyramidal. Il existe un seul locus pour ce type d’ataxie, soit SCA7, dont la

présentation génétiquement semble homogeéne.

1.3.3 Ataxie dominante de type Il (ACDA type lll)

Dans ce type d’ataxie, les manifestations cliniques sont relativement bénignes
particulierement avec une atteinte du cervelet et parfois des signes pyramidaux, mais
sans démence, trouble oculaire, ou syndromes extrapyramidaux '°. Il comprend neuf loci
soit SCA5; SCAB; SCA10; SCA11; SCA14; SCA15; SCA22; SCA26; SCA30.
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1.4 Mécanismes moléculaires responsables des ataxies

dominantes

Il y a 28 loci déja connus pour les SCA et des mutations dans 18 génes ont été
associées a la maladie. Les mutations trouvées sont diverses : expansion de répétitions
de type trinucléotide (SCA1-3, 6-8, 12, 17, DRPLA) ou de pentanucléotide (SCA10), de
délétions/ duplications génomiques (SCA15, SCA20), de mutations ponctuelles (SCAS5,
11, 13, 14, 27, et 28) ou, d'une insertion d’un pentanucléotide (TGGAA; SCA31). La
fréquence des mutations dans les génes SCA varie dans les différentes populations,
toutefois, environ 50% des familles SCA restent a ce jour inexpliquées. Le tableau suivant

récapitule 'ensemble des loci et génes découverts pour les ataxies familiales dominantes.



Tableau Il. Localisation chromosomique et génes impliqués dans les ataxies spinocérébelleuses

Type

Localisation

i . #OMIM Gene/Locus Protéine Fonction du géne Mutation Références

de SCA génomique

SCA1 6p22.3 164400 ATXN1 Ataxin 1 Regulation de la Repétition de CAG "7
transcription

SCA2 12q24.13 183090 ATXN2 Ataxin 2 Répétition de CAG 18-20
De-ubiquitination,

SCA3 14932.12 109150 ATXN3 Ataxin 3 régulation de la Répétition de CAG 2
transcription

SCA4 16q24-qter 600223 SCA4 2

SCA5 11913.2 600224 SPTBN2 Beta-lll Squelette membrane Mutation ponctuelle 2%

spectrin neuronale

SCA6 19p13.13 183086 CACNA1A  CACNA1A Caz2 + signalisation/ Répétition de CAG %
homéostasie

SCA7 3p14.1 164500 ATXN7 Ataxin 7 Régulation de la Reépétiton de CAG
transcription

SCA8 1321 608768 KLHL1AS  Kelch-like 1 Repetiton de C1e =

SCA9 Réservé 612876 -

SCA10 22q13.31 603516 ATXN10 Ataxin 10 Neuritogénése Répétition d'un 2

ATTCT

SCA11 15q14-g21.3 604432 TTBK2 Iii‘;;:?;"” Tau phosphorylation Mutation ponctuelle 2%
Régulation de I'activité PP2 i

ScA12 | 5q32 604326 PPP2R2B  PPP2R2B 5-UTR (CAG) n, régulation EE"TGI_:,'“O” deCAG
de la transcription

SCA13 19913.33 605259 KCNC3 KCNC3 K + signalisation Mutation ponctuelle ~ *?
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Type

Localisation

! , #OMIM Gene/Locus Protéine Fonction du géne Mutation Références
de SCA génomique
SCA14 | 19913.42 605361 PRKCG PRKCG Phosphorylation Mutation ponctuelle 3
Délétion
SCA15, hétérozygote 200- 34,35
16 3p24.2-pter 606658 ITPR1 ITPR1 340 kb: Mutation
ponctuelle
SCA17 | 6p27 607136 TBP TBP ET"F’}“IF[’)')GXG transcriptionnel oo etition de CAG %
SCA18 7931-932 607458 --- 37.38
gzcmg, 1p21-g21 607346 - 39,40
SCA20 11912.2-11912.3 608687 SCA20 260-kb duplication 41,42
SCA21 7p21.3-p15.1 607454 - 43
SCA23 20p13-p12.1 610245 - 4
SCA25 2p21-q15 608703 --- 45,46
SCA26 19913.3 609306 --- 4
Transduction du signal, le
SCA27 | 13934 609307 FGFl4 FGFI4 reglement des canauxde —\, iotion ponctuelle *
navigation, I'excitabilité des
cellules de Purkinje
SCA28 | 18p11.22-q11.2 610246 AFG3L2 gfn?li ATPase  Arpase Mutation ponctuelle  “%'
SCA30 4q34.3-q35.1 4

14



Type Localisation . c: , R , .

de SCA génomique #OMIM Géne/Locus Protéine Fonction du géne Mutation Références

DRPLA 12p13.31 125370 ATN1 Atrophin 1 Co-répresseur récepteur Répétition de CAG %
nucléaire

SCA31 16922.1 117210 SCA31 Insertion (TGGAA), >

SCA34 6q13-q16.1 SCA34 -

15
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En 2003, une nouvelle classification a vu le jour. Elle se base plus précisément sur le
gene et la nature des mutations responsables de la maladie. Cette classification, basée
sur les aspects moléculaires, pourrait avoir des implications pour les tests de diagnostic,
d'analyse de la pathogeneése voire méme des implications en vue de stratégies
thérapeutiques °°. Bien que cette classification remplace désormais celle de Harding,

cette derniére demeure utile & des fins cliniques ™.

Cette classification distingue
'ensemble des ataxies cérébelleuses a transmission autosomique dominante en cing
groupes distincts soit: 1) les ataxies spinocérébelleuses dues a une anomalie par les
polyglutamines; 2) les ataxies spinocérébelleuses dues a des expansions non codantes
pour la polyglutamine; 3) les ataxies dues a une canalopathie; 4) les ataxies
spinocérébelleuses dues a une mutation ponctuelle et 5) les ataxies spinocérébelleuses
non classifiées. Depuis les sept derniéres années, davantage de loci et de mutations
associées a des loci déja connus ont été identifiés. Parmi les nouvelles mutations,
certaines ne font pas partie des groupes précédemment identifiés. La figure suivante

propose donc une mise a jour de la classification moléculaire des SCAs.



Ataxies Spinoceérebelleuses

[ | | | |
1.4.1 14.2 1.4.3 1.4.4 1.4.5 14 6
CAG Codant Expansions Mutation Délétion/ T P
Polyglutamine Non Codantes Ponctuelle Duplication Insertion Non Classifiées
SCA1 SCAS8 SCA14 SCA20 1 SCA31 SCA4
SCA2 SCA10 SCA11 SCA15 SCA9
SCA3 SCA12 SCA5 SCA18
SCA7 SCA13 SCA19
SCA1T SCA15 SCA21
DRPLA SCA2T SCA23
SCAB SCAZ28 SCA25
SCA26
SCA30

Figure 4. Classification des ataxies spinocérébelleuses en fonction de leur mécanisme moléculaire.
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1.4.1 Expansion causée par une anomalie des polyglutamines

Ce groupe fait partie des maladies a expansion de séquences répétées dans le
génome. Une expansion dans des séquences répétées de polyglutamines (polyQ) dans
des genes spécifiques semble étre le mécanisme le plus commun a la base de SCAs.
Jusqu'ici, huit SCAs (1, 2, 3, 6, 7, 17, et DRPLA) sont causées par des régions répétées
de polyQ anormalement longues dans les protéines '+ '8 2" 2%.26.36.52 cag SCAs font partie
d'un groupe de neuf maladies associées a une expansion de trinucléotides CAG ou
polyglutaminopathies comprenant aussi la maladie d’Huntington (HD) (Tableau lll). La
caractéristique commune des polyglutaminopathies est la neurodégénérescence
progressive des sous-ensembles de neurones dans des zones distinctes du cerveau et la
formation d’agrégats de protéines contenant le fragment polyQ, qui se manifestent par la

présence d’inclusions nucléaires ou cytoplasmiques (Tableau 2) °.

Tableau lll. Localisation chromosomique et genes impliqués dans les polyglutaminopathie

Taille de I'expansion polyQ

Maladie Locus Protéine Normal Pathologique
SBMA Xq11-912 Récepteur androgéne 6-36 38-62
DRPLA 12p13 Atrophin-1 3-38 49-88

HD 4p16.3 Huntingtin 6-35 36121

SCA1 6p23 Ataxin-1 6-39 41-83

SCA2 12924 Ataxin-2 14-32 34-77

SCA3 14924-g31  Ataxin-3 12-40 62-86

SCA6 19p13 CACNA1A 4-18 21-30

SCA7 3p21-p12  Ataxin-7 7-18 38-200
SCA17 6927 TATA-binding protein 25-43 45-63

Adapté de Bauer et Nukina 2009 *°

Comme la majorité des maladies a expansion de polyglutamine, 'dge d’apparition et la
sévérité de la maladie sont inversement proportionnel avec le nombre d’expansions,
phénoméne que I'on nomme anticipation. La présence de ces séquences répétées de

CAG se retrouve dans le génome humain sans pour autant étre pathogéne. Dans la
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population normale, la longueur de la répétition est polymorphe et c’est seulement
lorsqu’un certain seuil est dépassé que la pathologie se manifeste. Dans le géne normal,
le nombre de répétitions de CAG s’étend en moyenne de 6 a 35 fois, tandis que les génes
mutés ont des expansions bien au-dela de leur taille normale, allant de 40 a plus de 100
répétitions de triplet CAG °. Il existe une corrélation entre le nombre de répétitions de
CAG, l'age d’apparition et la gravité des symptdmes, mais en raison d’une variation
interindividuelle qui est aussi présente, il est impossible de prédire de maniére exacte

l'age de début de la maladie ’

. Au niveau moléculaire, il a été présumé que les
mécanismes toxiques communs de ces génes seraient le résultat d’'un gain de fonction de
la protéine polyglutamine. Le lien entre les agrégats et la neurotoxicité n’est cependant
pas encore clairement défini. Des études sur des modéles cellulaires et de souris pour
SCA1 et HD ont démontré que les agrégats ne sont pas en soi nécessaires pour la toxicité
cellulaire *°. La figure suivante illustre les possibles conséquences moléculaires de cette

protéine contenant une expansion anormale de polyglutamine.

Translation
’ /

Ataxin with expanded polyglutamine

MNew interactions r
E : b
)

Ca™ influx? 7 :
(SCA 6) - PR
= )

WHENEP transfer

i‘ ﬂ Cytoplasmatic

aggregates
(SCA 2 and &)

Figure 5. Schéma des différentes conséquences au niveau cellulaire lors d’'une expansion a
polyglutamine. (Tiré de Schéls et al. 2004 '?)
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Toute cette cascade d’événements débute lorsque la séquence répétée de CAG dans la
région codante est transcrite et traduite en longue chaine de polyglutamine (PolyQ) hors
du noyau. La présence d’'une longue chaine de PolyQ induit une conformation anormale
de la protéine, qui peut étre en partie minimisée par l'action des chaperonnes
moléculaires. De telles protéines mal conformées risquent de subir un clivage
protéolytique par les caspases et les fragments polyQ qui en découlent seront ubiquitinés
(Ub) et dégradés via le systéme protéasome ubiquitine-dépendant (UPS) ® °" %8 Les
fragments polyQ non-ubiquitinés pourraient former des agrégats dans le cytoplasme et
ainsi déclencher une chaine de médiateurs mitochondriaux pro-apoptotiques comme il est
observé pour les formes SCA2 et SCAB. L'échec du systeme d'UPS pourrait mener a
l'accumulation anormale d'une série de protéines toxiques, menant finalement au
dysfonctionnement et/ou a la mort neuronale. De plus, I'expansion pourrait provoquer un
changement d'homéostasie de calcium comme il est observé pour SCAG qui résulte d’'une
expansion de CAG dans le géne CACNA1A %> *°_ Finalement, I'expansion pourrait causer

60

un déséquilibre de la chaine de transport des électrons de la mitochondrie > et une

activation directe des voies apoptotiques °’.

1.4.1.1 Mutations dans les canaux ioniques

L’ataxie spinocérébelleuse de type 6 (SCAB) est aussi incluse dans la grande
catégorie des canalopathies. Les canalopathies sont des maladies causés par des
mutations dans des canaux ioniques. Plusieurs mutations ont été identifiées dans la
plupart des types de canaux ioniques et elles peuvent représenter soit un gain anormal de
fonction (e.g. épilepsie, myokymie, et myotonie) ou une perte de fonction (e.g. faiblesse
des membres) ®? de la protéine. Plus précisément, les canalopathies impliquant les
neurones causent notamment la migraine hémiplégique familiale, les ataxies épisodiques
1 et 2, l'ataxie spinocérébelleuse de type 6, une épilepsie du lobe frontal ou des

convulsions bénignes néonatales familiales 5> ©2.



21

1.4.2 Régulation de I’expression du géne par une expansion dans

une région non codante

Cette section comprend les génes dont la mutation résulte de I'expansion d’'une
séquence répétée dans une région non codante d’'un géne. Outre SCA8, SCA10 et
SCA12, ce groupe renferme la dystrophie myotonique de type 1 et 2 (DM1 et DM2) et la
maladie de Huntington-like de type 2 (HDL2) * 2" 23183 || semblerait qu’il ne s’agit plus
d’'un changement au niveau de la protéine, mais au niveau de l'expression et c’est la

neurotoxicité de '’ARN qui serait impliqué dans la pathologie de ces SCAs * 5,

La forme SCAS8 résulte d’'une expansion de répétitions CTG dans la région 3'UTR du géne
Ataxin-8. L'expansion de l'alléle mutant n'est pas traduite en polyglutamine en raison de sa
localisation, mais la répétition CTG dans le brin complémentaire fait partie du transcrit non
traduit de '’ARNm. Cependant, il y a chevauchement entre la région 3’'UTR du géne
Ataxin-8 et I'extrémité 5'UTR du géne KLHL1 (Kelch-like 1), codant pour une protéine de
liasison a l'actine. L’expansion de la répétition CTG semble perturber la régulation de la
transcription de ce géne qui est transcrite dans la direction opposée de I'Ataxin-8 ®> . 1|

s’agirait ainsi d’'un phénoméne de gain de fonction.

La forme SCA12 est associée a une expansion d'une répétition de CAG dans la région
5'UTR du géne PPP2R2B, qui code pour une sous-unité spécifique du cerveau régulateur
de la protéine phosphatase PP2A 3'. PP2A est une protéine sérine / thréonine
phosphatase qui est impliquée dans la régulation de plusieurs processus cellulaires
incluant la phosphorylation des protéines, particulierement la croissance et la
différenciation cellulaire. PP2A est aussi impliquée dans la réplication de I'ADN, la
morphogeneése cellulaire et la cytocinése. Enfin, elle joue le rle de canal ionique et a pour
fonctions, la libération des neurotransmetteurs, l'assemblage des microtubules et
I'apoptose. Il s'agit d'une protéine essentielle dans le fonctionnement cellulaire et elle est
une des plus hautement conservées au point de vue de I'évolution ®. Au niveau de
I'expression, PPP2R2B est spécifiquement exprimé dans le cerveau, dans les neurones et
les cellules de Purkinje du cortex cérébelleux. L'expansion de CAG dans le géne
PPP2R2B chez les patients atteints de SCA12 semble perturber la région promotrice du

géne ce qui provoquerait un effet toxique au niveau de I'ARN ©’.
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Jusqu’a maintenant, les SCAs abordées sont causées par des répétitions de
trinucléotides. Il en est autrement pour SCA10 qui demeure la seule maladie de 'homme
connu pour étre causée par une expansion intronique d'une répétition d'un
pentanucléotide (ATTCT) dans le géne ATXN10. La fonction de la protéine produite et le

mécanisme pathogéne qui cause SCA10 sont encore inconnus a ce jour .

1.4.3 Mutations ponctuelles

Le géne B-lll spectrine (SPTBN2) muté cause la forme SCA5 #*. Trois différentes
mutations ont été découvertes a ce jour. Deux d’entre elles sont des délétions dans un
domaine spectrine, soit une délétion de 39 pb dans l'exon 12 qui provoque une
suppression de 13 acides aminés, retrouvés dans une famille américaine et une courte
délétion de 15pb de I'exon 14 dans une famille frangaise ?*. Une mutation ponctuelle a
aussi été retrouvée dans une famille allemande, soit une transition d’'un T pour un C dans
I'exon 7 qui provoque un changement d’acide aminé (L253P) qui correspond au domaine
d'homologie a la calponine contenant site de liaison a I'actine/ARP1. Il a été découvert
que ce géne code pour une protéine qui s’associe a I'appareil de Golgi, aux vésicules

membranaires %8 1 99

et se lie a la sous-unité de dynactine d’ARP , suggérant un réle
possible dans le transport et la stabilisation des protéines membranaires.
Particulierement, B-lll spectrine est fortement exprimé dans les cellules de Purkinje et

stabilise le transporteur du glutamate EAAT4 & la surface de la membrane plasmique .

Deux mutations hétérozygotes ont été identifiees dans le géne KCNC3 chez les membres
d'une famille des Philippines (R420H) et une famille frangaise (F448L) causant SCA13 .
Ce géne fait partie de la famille des canaux potassium voltage-dépendant, des canaux
transmembranaires spécifiques pour le potassium qui sont sensibles aux variations de
tension du potentiel de membrane de la cellule. lIs jouent un rdle crucial lors de potentiel
d'action dans la cellule dépolarisée pour un retour a un état de repos. Le géne KCNC3 est
exprimé dans les cellules granulaires du cervelet, les cellules de Purkinje et les neurones

des noyaux cérébelleux profonds 2.

Plusieurs mutations correspondantes a des changements d’acide aminé ont été

identifié¢es dans un méme géne pour SCA14%. Les mutations pathogénes ont été
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identifiées dans le géne PRKCG (sous-unité gamma de la protéine kinase C) qui code
pour la protéine kinase CG (PKCg). Cette protéine est un des principaux isoformes des
PKC s’exprimant dans les cellules de Purkinje. Elle semble avoir des fonctions dans

I'apprentissage moteur et dans la morphologie cellulaire "°.

La forme SCA11 est causée par deux mutations dans le géne TTBK2 qui code pour une
sérine-thréonine kinase qui phosphoryle les protéines tau et la tubuline et appartient a la
superfamille des caséines kinases. Un autre membre de cette famille de gene, TTBK1, a
été impliqué dans la maladie d'Alzheimer’’. La premiére mutation du géne TTBK2 est une
insertion d'une base d'adénosine dans I'exon 13. Cette mutation créée un codon-stop
prématuré (TGA) de I'ARNm au niveau du codon 450, résultat en une protéine tronquée.
Une deuxieme mutation a été identifiée chez une famille avec ataxie pure soit une
délétion de deux paires de bases (GA) dans l'exon 13 de TTBK2 provoquant un
changement du cadre de lecture et ainsi un qu'codon-stop prématuré (TGA)*. Des tests
d’hybridation in situ ont montré que TTBK2 est exprimé dans toutes les régions du
cerveau plus particulierement dans les cellules de Purkinje, les cellules de la couche

granuleuse, I'hippocampe, le mésencéphale et la substance noire.

Une mutation nonsense ainsi qu'un changement d’acide aminé (F145S) dans le géne
FGF14 ont été lies a SCA27. Le géne FGF14 appartient a une sous-classe de facteurs de
croissance des fibroblastes qui sont exprimés dans le systéme central nerveux en
développement et les adultes’®. Tout récemment, SCA27 a aussi été identifiée chez une
fille et sa mére portant une translocation entre les chromosomes 5 et 13, ce qui perturbe

le géne codant pour le facteur de croissance des fibroblastes 14 b isoforme (FGF14-1b)
73

Des mutations dans le gene AFG3L2 (ATPase gene family 3-like 2) ont été associées a
I'ataxie spinocérébelleuse type 28 *°. Ce géne code pour une protéine localisée dans les
mitochondries et étroitement liée aux paraplégines. Il s’agit de la premiére forme d’ataxie

spinocérébelleuse dominante a étre causée par une mutation dans un géne mitochondrial
51
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1.4.4 Délétions/duplications

L’ataxie spinocérébelleuse de type 15-16 est causée par trois mutations soit une
délétion du géne ITPR1 (inositol 1,4,5-triphosphate récepteur de type 1) et des trois
premiers exons du géne SUMF1 (sulfatase facteur de modification 1); une délétion
partielle de ITPR1; et un changement d’acide aminé du géne ITPR1 (P1059L) situé dans
le domaine de modulation et de transduction * ’°. Le géne ITPR1 assure la médiation de
la sortie de Ca®* du réticulum endoplasmique (RE) dans différents types de neurones, y
compris I'hippocampe (CA1), les noyaux gris centraux, et les neurones thalamiques, en
particulier les neurones de Purkinje. L'homéostasie du Ca*" intracellulaire est importante
pour maintenir le fonctionnement des neurones particulierement les cellules de Purkinje.
Ainsi, un déréglement de I'homéostasie intracellulaire de Ca? causé par haplo-
insuffisance ou une mutation faux-sens du géne [TPR1 peut provoquer un
dysfonctionnement des cellules de Purkinje, et pourrait finalement conduire a une
dégénérescence des cellules de Purkinje chez les humains résultant du phénotype

cérébelleux "°.

1.4.5 Insertion

Jusqu’a présent, une seule forme d’ataxie dominante est associée a une insertion
intronique, soit SCA31. Cette forme était jadis connue sur le nom de chr16qg22-lié. Un
changement d’un nucléotide (16C> T) dans le géne PLEKHG4 (puratrophin-1) avait déja
été signalé comme étant la cause potentielle de cette forme d’ataxie. Cependant, deux
patients n’abordant pas cette modification ont ensuite été identifiés, indiquant ainsi que ce
changement n’est qu’en fait un marqueur génétiquement lié a un fort déséquilibre de
liaison, mais n'est pas la cause de SCA31. Une large insertion de 2.5- 3.8 kb, constituée
de répétitions de pentanucléotides complexes contenant des répétitions (TGGAA)n a été
récemment identifiée °*. L'insertion de séquences répétées se situe dans un intron de TK2
et BEAN (brain expressed, associated with Nedd4). L'ARNm contenant cette insertion est
fortement exprimé dans le cerveau et forme des foyers d'ARN dans les noyaux des
cellules de Purkinje des patients. Cette découverte a de I'importance puisqu’elle illustre
que des maladies humaines héréditaires peuvent étre associées a des insertions de

séquences répétées.
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1.5 Etat des connaissances sur les Erythrokératodermies

Les Erythrokératodermies (EK) sont des troubles cutanés de kératinisation de la
peau, se transmettant généralement par un mode de transmission autosomique
dominante . De Buy Wenninger a reconnu et décrit les premiers cas d’EKV aux Pays-
Bas en 1907. Ce fut 18 ans plus tard, soit en 1925, que Mendes da Costa S fit la premiére
description clinique détaillée de la maladie chez une mére et sa file "".

(http://emedicine.medscape.com/article/1110820-overview). La caractéristique principale

de ce groupe de maladies est la présence de taches érythémateuses et de

I'hyperkératose & 7°.

Il existe deux sous-types de ce groupe de maladies, soit
I'érythrokératodermie variabilis (EKV, OMIM 133200) et I'érythrokératodermie symétrique
et progressive (PSEK OMIM 602036). PSEK difféere d’EKV par I'absence de lésions
érythémateuses et une plus grande propension a la présence de kératose palmoplantaire.
Les manifestations cliniques d'EKV sont habituellement présentes a la naissance ou au
cours de I'enfance " . Au stade de la puberté, I'hyperkératose tend & se stabiliser et les
taches érythémateuses disparaissent lentement dans certains cas . Au niveau clinique,
lorsque présentes, les taches érythémateuses persistent habituellement de plusieurs
heures a plusieurs jours et varient remarquablement dans leur nombre, taille, forme et

leur emplacement ”°.
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Figure 6. Taches érythémateuses

En revanche, I'hyperkératose est caractérisée par I'épaississement jaune-brun-gris,
résultant d’'un excés de kératinisation de la peau. Ces plaques sont habituellement
symétriquement distribuées et ont une prédilection pour les extrémités distales, les
fesses, et le tronc, souvent méme au niveau des extenseurs, du visage et du cuir chevelu.
Dans environ la moitié des cas familiaux d’EK, I'hyperkératose implique aussi les paumes

de mains et les plantes de pieds (palmoplantar keratodermia).

Figure 7. Plaque d’hyperkératose au niveau du genou
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Autant I'hyperkératose que I'érythéme peuvent étre déclenchés par le stress, un
changement brusque de température, une friction mécanique ou par une exposition au
soleil ®®_ || existe une importante variabilité tant intra- et interfamiliale dans la gravité des

symptdémes, ce qui justifie I'existence du terme variabilis.

1.7 Génétique et mécanismes moléculaires responsables
des Erythrokératodermies variabilis et autres syndromes
similaires

Un locus pour I'érythrokératodermie variabilis a d’abord été retrouvé chez plusieurs
familles d’origines ethniques diverses sur le chromosome 1p34-p35.1. Cette région
couvrant 2,6 cM contient un groupe de génes («cluster») codant pour des protéines de
communications cellulaires soit GJB4 (Cx30.3), GJB3 (Cx31), GJBS (Cx31.1) et GJA4
(Cx37) (Figure 8) ®'.

\GJA4 GJB3 GJB4 GJBS }
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tE T L 2 & 2z 304 0% 0% 7% 0%

Figure 8. Représentation de la localisation chromosomique du «cluster» de
connexines sur le chromosome 1 responsable des formes EKV1 et EKV2

Des mutations dans les génes GJB3 et GJB4, codant respectivement pour les
connexines (Cx31) et (Cx30.3), ont été associées a la maladie ®* ®. Les protéines Cx31
et Cx30.3 appartiennent au groupe des connexines de type [ et sont davantage
exprimées dans la partie supérieure de I'épiderme, plus précisément au niveau des
kératinocytes. Cela explique pourquoi une mutation dans I'un de ces génes affecte de

maniére cruciale la différenciation épidermique provoquant un trouble de kératinisation de
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la peau ®'. A ce jour, sept mutations ont été trouvées dans le géne GJB3 et cinq dans le
géne GJB4 dans un total de 18 familles indépendantes " 8 8 | y a par contre une
proportion significative de familles atteintes d’EKV qui ne comportent pas de mutation
dans un ou l'autre de ces génes, suggérant qu’il existe davantage de génes responsables
des EKV "®. De facon intéressante, des mutations dans le géne GJB3 ont également été
associées a une perte de l'audition et a une neuropathie périphérique, et ce, en I'absence
de Iésions d’EKV ®. Cela met en évidence que des mutations dans des génes causant de
'hyperkératose chez certaines personnes peuvent aussi causer des troubles
neurologiques divers, y compris de la surdité et une neuropathie périphérique. Cette
pléiotropie se retrouve aussi dans d’autres connexines. Ceci illustre le réle important des
connexines dans le transport intercellulaire au niveau de plusieurs organes chez les

organismes pluricellulaires.



29

1.7.1 Importance des communications cellulaires

Afin de répondre aux stimuli internes ainsi qu’a I'environnement qui les entoure, les
organismes pluricellulaires ont besoin de divers moyens de communication. L’'un d’entre
eux est l'utilisation de communications cellulaires servant entre autres a I'échange d’ions,
de métabolites, mais aussi de petits éléments nutritifs ®. Les communications cellulaires
(gap junction) sont composées d’oligomeres, les connexons, qui sont eux formées de six
connexines. Chaque protéine connexine comprend quatre domaines transmembranaires
(M1-M4), deux extracellulaires (E1-E1) et trois domaines cytoplasmiques, soit le domaine

N-terminus (NH3"), la boucle cytoplasmique, et le domaine C-terminal (COO") (Figure 9) ¥ .
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Figure 9. Structure des communications cellulaires
(source : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf)

Les connexines sont des protéines de la membrane plasmique et sont présentes, mis a
part quelques cellules, dans I'ensemble des types cellulaires des vertébrés 5. Les
connexines forment chez I'humain, un groupe de 21 génes (Tableau V) qui codent pour

8  Elles sont

les jonctions des canaux permettant la communication intercellulaire
classées en trois sous-types, a, B, y, en fonction de la similarité de leur séquence. Au

cours de l'évolution, les connexines ont eu tendance a former des «clusters » sur un
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méme chromosome. La structure est similaire pour la plupart de ces génes. En général,

'exon 1 non traduit est séparé de I'exon 2 contenant la région codante de maniére

ininterrompue par un intron de taille variable et la région 3’'UTR non traduite

90, 91

Tableau IV. Localisation chromosomique et tissu d’expression de tous les membres de la

famille des connexines chez I’humain.

Géne Protéine Locallsation Expression
chromosomique

GJC3 | Cx23 6924.1 -

GJB7 | Cx25 6q15 Placenta

GJB2 | Cx26 13911—q12 Sein, peau, cochlée, foie, placenta

GJC3 | Cx30.2 7922.1 Cerveau, moelle épiniére, nerf sciatique

GJB6 Cx30 13q11-q12 Peau, cerveau, cochlée

6JD3 Cx31.9 174211 Cortex cérébral, coeur, foie, poumons, reins,
rate et testicules

GJB4 | Cx30.3 1p35.1 Peau

GJB3 | Cx31 1p35.1 Peau, placenta

GJB5 | Cx31.1 1p35.1 Peau

GJB1 | Cx32 Xq13.1 Foie, cellules de Schwann, oligodendrocytes

GJD2 | Cx36 15914 Neurones

GJA4 Cx37 1p35.1 Endothélium, coeur, utérus, ovaire
Pancréas, reins, muscles squelettiques, foie,

GJD4 | Cx40.1 10p11.21
placenta et coeur

GJA5 | Cx40 19211 Cceur, endothélium

GJA1 | Cx43 6921-g23.2 Ubiquitaire

GJC1 | Cx45 17921.31 Muscles lisses, coeur, neurones

GJA3 | Cx46 13911 Cristallin de I'ceil

GJC2 | Cx47 1941—q42 Cerveau, moelle épiniére, muscle squelettique

GJA8 | Cx50 19211 Cristallin de I'ceil

GJA9 | Cx59 1p34.3 Muscle squelettique, testicule

GJA10 | Cx62 6915 Muscle squelettique et coeur

Source NCBI
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1.7.2 Maladies associées a des mutations dans les connexines

Etant donnée la spécificité tissulaire de certaines connexines, une mutation dans

'une ou l'autre de ces protéines résulte en une multitude de maladies héréditaires chez

’humain. Le nombre croissant de maladies humaines causées par des défauts de

fonctionnement des connexines illustre l'importance du rbéle des communications
cellulaires (GJIC). Outre, I'Erythrokératodermie variabilis (OMIM 133200), il existe

plusieurs maladies distinctes liées a des mutations germinales dans la famille des

connexines, dont les caractéristiques cliniques impliquent une combinaison variable de

surdité, neuropathie périphérique, atteinte cutanée, cataracte (Tableau V)

89, 92

Tableau V. Maladies chez 'humain causées par des mutations dans les différentes

connexines.

Géne | Protéine Maladies
Surdité avec phénotype de Clouston
Surdité avec hyperkératose et érosion buccale

GJB2 Cx26 Syndrome de Vohwinkel*
Kératodermie palmo-plantaire avec surdité
Syndrome de Clouston

GJB6 Cx30 Surdité non syndromique
Dysplasie ectodermique hydrotique

GJB4 Cx30.3  Erythrokératodermie variabilis (EKV)
Erythrokératodermie variabilis (EKV)

GJB3 Cx31 Surdité non syndromique
Surdité et neuropathie périphérique

GJB1 Cx32 Charcot-Marie-Tooth (CMTX)
Dysplasie Oculo-dento-digital et

GJAT Cx43 Kerafto’dermle palmoplantalre
Surdité non syndromique

GJA3 Cx46  Cataracte congénitale

GJC2 Cx47 Leucodystrophie hypomyélinisation

GJAS8 Cx50 Cataracte pulvérulente
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*Ce syndrome est également causé par des mutations dans le géne codant pour la

loricrine.

1.7.2.1 Le syndrome de Vohwinkel

Syndrome de Vohwinkel (OMIM 124500) est caractérisé par une kératodermie
palmoplantaire, de l'ichtyose et une surdité congénitale. Des mutations dans le géne GJB2
(Cx26) ont été trouvées dans des familles atteintes du syndrome de Vohwinkel * %. Une
variante de ce syndrome a été associée a une mutation identifiée dans le géne de la
loricrine, géne qui cause également PSEK. La mutation consiste en une insertion d’une
paire de bases, soit 21 paires de base plus loin que la mutation retrouvée dans le
syndrome PSEK. La loricrine (LOR) code pour la composante majeure de I'enveloppe
cellulaire de I'épiderme % . || s’agit d’une une petite protéine distribuée dans la couche
granuleuse de I'épiderme. Elle est essentielle & la composition des enveloppes des
cellules cornées qui remplacent la membrane plasmique des kératinocytes au cours de

leur stade final de différenciation *’.

1.7.3 Maladies apparentées a I’érythrokératodermie associées a

une atteinte neurologique

1.7.3.1 Le syndrome de CEDNIK

Le syndrome CEDNIK, un syndrome neurocutané dont les manifestations cliniques
incluent kératodermie, icthyosis, neuropathie périphérique, retard psychomoteur et
dysplasie corticale (Cerebral Dysgenesis Neuropathy Ichthyosis Palmoplantar
Keratodermia) qui sont causées par une mutation dans le géne SNAP29 %. Une délétion
(220delG) a été retrouvée dans le géne chez tous les individus atteints, causant un
changement du cadre de lecture résultant par un codon-stop prématuré. Le géne SNAP29
(soluble n-ethylmaleimide sensitive factor attachement protein) code pour une protéine qui
est impliquée dans la fusion de la membrane des vésicules de transport avec la

membrane d’un compartiment cellulaire cible *.
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1.7.3.4 Le syndrome de MEDNIK

Une variante atypique d’érythrokératodermie variabilis (EKV3) a été retrouvée chez
quatre familles originaires de la population du Québec, plus précisément de la région de
Kamouraska. Ces familles partagent un nombre limité d’ancétres communs, suggérant un
effet fondateur pour cette maladie rare ' '°'. Chez les individus atteints de ces familles,
des lésions d’EK ont été retrouvées, en association avec une surdité congénitale, un
retard psychomoteur, une neuropathie périphérique, des diarrhées sévéres pouvant étre
fatales en bas age, ainsi qu'une élévation des acides gras a longues chaines (VLCFAs).
Des familles avec un phénotype similaire soit de I'érythrokératodermie, une surdité, un
retard de développement et une neuropathie périphérique avaient été antérieurement
décrits dans une autre population 2. Pour la variante du Québec, la maladie se transmet
selon un mode de transmission autosomique récessif et le locus a été identifié sur le
chromosome 7922 '®. Etant donné les manifestations trés similaires a celles du syndrome
CEDNIK décrit précédemment, ce syndrome pour le moment unique a la population du
Québec a été renommé selon un nouvel acronyme soit MEDNIK (mental retardation,
enteropathy, deafness, peripheral neuropathy, ichtyosis and keratodermia). Ce syndrome
est causé par une mutation au site d’épissage de I'exon 2 du géne AP1S71 ', Cette
mutation prédit I'excision de I'exon 3, générant un codon-stop prématuré au début de
'exon 4. Le géne AP1S1 code pour une petite sous-unité située au coeur d’'un complexe
protéique tétramérique, I'adaptine 1 (AP-1) ' % Les adaptines constituent les piéces
importantes dans la formation de vésicules de transport. Elles recrutent les clathrines,

mais recrutent également les protéines qui doivent étre transportées dans les vésicules.

1.7.3.5 Le syndrome de Giroux-Barbeau

En 1972, les Drs Giroux et Barbeau ont identifie¢ une grande famille canadienne-
francaise avec des lésions d’EK, ainsi qu’'un syndrome neurologique a progression lente,
soit une ataxie sévere, une diminution des réflexes tendineux, une dysarthrie et un
nystagmus '%°. Cette famille de plus de 100 personnes s’étend maintenant sur plus de six
générations. La maladie se transmet selon un mode de transmission autosomique
dominant. Les individus atteints de cette famille présentent des manifestations cutanées
durant I'enfance, qui s’atténuent habituellement au début de I'dge adulte. Aprés I'adge de

40 ans, ces patients présentent des troubles progressifs de I'équilibre menant a une ataxie
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cérébelleuse. Il y a plus de dix ans, la famille a été partiellement collectée par le Dr
Barbeau et potentiellement lié sur le chromosome 1p35, soit le méme locus que les autres
variantes d’EKV ® (voir section 1.7). Cependant, la mutation causale de ce syndrome
neurocutané n’a pas été identifiée. Le laboratoire du Dr Cossette a réévalué les familles
avec des examens approfondis, des études IRM et EMG. A notre connaissance, il n’existe
aucune autre famille comportant cette combinaison d’un trouble cutané et d’'un syndrome
neurologique dégénératif. Cependant, cette combinaison de symptédmes neurologiques et
cutanés est compatible avec les données de la littérature qui suggérent que des mutations
dans les génes causant de I'hyperkératose ou autres troubles cutanés chez certains

patients peuvent étre accompagnées de troubles neurologiques divers.

1.8 Les études génétiques

L'épidémiologie génétique est I'étude des facteurs génétiques qui déterminent la
répartition et la dynamique des maladies dans les populations '®. En d’autres mots, il
s’agit de mieux comprendre les mécanismes moléculaires associés a la maladie et,
éventuellement, de prévenir et/ou mieux traiter celle-ci. La génétique humaine porte sur
'étude d’individus atteints de la méme maladie et souvent de la méme mutation en
cherchant grace aux analyses de liaison, des régions chromosomiques entourant cette

mutation qui sont partagées entre les individus '%’.

Il existe trois stratégies différentes pour identifier les génes responsables de maladies soit

(i) le clonage fonctionnel, (ii) le clonage d'un géne candidat, et (iii) le clonage positionnel.
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Figure 10. Différentes stratégies d’identification de géne causant une maladie (Tirée de '°®)

Le clonage fonctionnel se base sur la pathophysiologie d’'une maladie afin d’identifier le
défaut biochimique de base qui engendre la maladie en question (Figure 10) '%. 1|
nécessite la connaissance préalable de la fonction du géne qui est parfois inconnue
limitant ainsi cette approche dans certains cas. Le clonage d’'un géne candidat se base sur
des informations indépendantes. Si un géne posséde une fonction appropriée a une
certaine maladie connue et localisée, les mutations de ce géne peuvent étre recherchées
chez les patients. Si les mutations sont présentes chez ces patients, alors il sera

susceptible d'étre directement liées a la maladie.

Le clonage positionnel n'utilise pas d'informations fonctionnelles, mais s'appuie plutot sur
la position des génes dans le génome (Figure 10). Cette approche est également appelée
«génétique inverse» puisqu’elle s’oppose a l'approche par la génétique moléculaire
classique qui identifie au préalable le défaut biochimique '°. Il a pour but de trouver une
région d’ADN située entre deux marqueurs génétiques qui sont liés a un phénotype précis

pour ensuite séquencer les génes présents dans cette région afin de trouver la mutation
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causant la maladie et éventuellement étudier les mécanismes moléculaires et cellulaires
des mutations découvertes "% 11" 112,
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Figure 11. Les différentes étapes du clonage positionnel (Adaptée de %)

Pour ce faire, il faut d’abord faire étudier des individus d’'une ou plusieurs familles et
réaliser une évaluation clinique précise afin de déterminer le phénotype de chaque
individu. Aprés avoir obtenu un échantillon d’ADN, habituellement par une prise de sang, il
faut ensuite génotyper les individus en utilisant des marqueurs génétiques. Il faut donc
mener une étude au niveau génomique en utilisant des marqueurs connus, que ce soit
des microsatellites ou des polymorphismes a nucléotide simple (SNP). La puissance du
génotypage augmente en fonction de la densité des marqueurs et de leur
polymorphisme ' '3 || est important que la densité des marqueurs choisis soit suffisante
afin de bien couvrir le génome. Il faut également tenir compte de la nature de ces
marqueurs. Comme il sera abordé plus en profondeur dans les sections suivantes, les
microsatellites ont pour avantages d’étre multi-alléliques et trés hétérogeénes, en
comparaison aux SNPs qui sont bi-allélique. Les microsatellites sont ainsi nécessaires en

plus faible quantité en raison de leur polymorphisme.

Lorsque le chromosome responsable de la maladie est identifié, une cartographie fine de
la région d’intérét, en ajoutant davantage de marqueurs, permettra habituellement de

réduire progressivement lintervalle critique contenant le géne causal, slil y a eu
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suffisamment de recombinaisons. Les analyses de liaison reposent donc sur la
ségrégation des chromosomes de génération en génération et sont facilitées par les

recombinaisons entre des paires de chromosomes homologues lors de la méiose "% %"

114

1.8.1 Recombinaison génétique

La recombinaison génétique est un échange d'information entre deux
chromosomes différents. C’est un phénoméne spontané chez les vivants et par le fait
méme un des facteurs essentiels au maintien de la diversité génétique dans une
population. Dans une cellule, les deux chromosomes d'une méme paire portent des alléles
différents sur un certain nombre de locus. Au cours de la méiose, les chromosomes
homologues s'apparient et s'enchevétrent au niveau des chiasmas. Il se produit des
échanges de segments entre ces chromosomes, phénoméne que l'on nomme
enjambement. Il en résulte donc des différences entre les individus, qui font partie de la

variation génétique.
1.8.2 Notions de polymorphismes

La variation génétique, sous la forme de plusieurs alleles de nombreux génes,
existe dans la plupart des populations. Ces variations dans la séquence d'ADN n'ont pas
toujours des conséquences pathologiques et il existe différents types de polymorphisme
dans 'ADN. En génétique humaine, les deux types de marqueurs génétiques les plus
couramment utilisés sont les marqueurs microsatellites «short tandem repeat» (STR) et
les marqueurs «single nucleotide polymorphism» (SNP) "% 1'% 115 | es marqueurs STR
consistent en des séquences d'ADN constituées de motifs répétés avec 2, 3 ou 4

nucléotides 107 13 119

. Il est connu dans la littérature qu’il existe prés de 10 000
microsatellites a travers le génome (http://www.cephb. Fr / cephdb). Ills sont
habituellement distribués avec un espacement de 5 a 10 cM. Les microsatellites sont des
marqueurs multi-alléliques, donc ftrés informatifs lors des études de liaison. Le
pourcentage d'hétérozygosité dans la population générale avec des marqueurs multi-
alléliques est plus important que celui des marqueurs bi-alléliqgues comme les SNPs. De

plus, les microsatellites, par leur composante de séquences répétées, sont plus
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susceptibles a muter versus les polymorphismes de type SNP. Les marqueurs SNPs
désignent des variations simples d’'une seule base, par exemple, une cystéine (c) pour
une guanine (g). Ces variations nucléotidiques sont trés fréquentes dans le génome (prés
de 1/1000 paire de bases). Un changement de nucléotide est usuellement considéré
comme un SNP si la fréquence de l'allele mineur atteint 1% dans une population.
Comparativement aux marqueurs microsatellites, un SNP a pour avantage d’étre plus
abondant, plus stable et permet une meilleure résolution du profil de recombinaison. Ainsi,
les marqueurs microsatellites sont de moins en moins utilisés pour les études a grande
échelle. Par contre, les SNPs se trouvent a étre moins informatifs puisqu’ils sont bi-

alléliques, nécessitant ainsi I'utilisation d’un plus grand nombre d’entre eux.

1.8.3 Etudes de liaison génétique

Les études de liaison génétique sont des analyses basées sur les rapports de
recombinaisons génétiques et leur ségrégation dans la famille de génération en
génération "% 197 "4 Cette ségrégation est le fruit de 'échange du matériel génétique
entre une paire de chromosomes homologues par le phénomeéne de la recombinaison
durant la méiose "% " "% Plys les sites sur le génome sont rapprochés, moins la
recombinaison sera susceptible de se produire ''*. Dans le cas d’une famille atteinte d’une
maladie quelconque, une liaison génétique est possible lorsque le géne muté est a
proximité des marqueurs génétiques, empéchant habituellement toute recombinaison
possible. On parle alors de co-ségrégation. Si une liaison positive est établie, il est alors
envisageable de déterminer les recombinants clés de chaque individu afin d'établir
'étendu génétique du locus identifie. L’échelle utilisée comme mesure de distance
génétique est le centimorgan (cM). Lorsque deux marqueurs sont suffisamment proches
pour n’étre séparés qu’une fois sur 100, on fixe la distance génétique qui les sépare a 1
centimorgan (1 cM), ce qui représente une probabilité de 1% que les deux alléles

observés soient séparés par une recombinaison.

Afin de déterminer la présence significative d’'une liaison génétique entre un phénotype
défini et une région chromosomique, on utilise un score appelé LOD-score (Logarithme

des probabilités). Le LOD score correspond au ratio de la probabilité que le modéle se
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produise en situation de liaison génétique sur la probabilité que ce modéle ne se produise
pas en situation de liaison génétique et soit plutét le fruit du hasard ' '3, Un LOD score
inférieur a - 2 est automatiquement rejeté. Il est généralement accepté qu'un LOD-score
au-dessus de 3 (c'est-a-dire que la liaison est 1000 fois plus probable que la non-liaison)
est suffisant tandis qu’un LOD-score au-dessus de 5 est généralement un indice concluant
pour une liaison génétique ''®. Dans le cas d’'une étude ou I'on connait le mode de

transmission comme notre étude, il s’agit d’'une analyse de liaison paramétrique "% %" 113,

1.8.4 Analyse de liaison

Il est possible de faire une analyse de liaison en deux points (TWO POINTS) ou en
multipoints (MULTIPOINTS). Les analyses de liaison en deux points considérent chaque
marqueur génétique individuellement'®. C’est une approche qui est sensible a
'information disponible pour chaque marqueur (fréquences alléliques, nombre d’alléles
présents, présence d’un recombinant familial important). Les analyses de liaison en
multipoints considérent la statistique de liaison pour tous les marqueurs simultanément '%.
L’approche par multipoints se base sur la carte génétique des marqueurs, les marqueurs
plus informatifs permettant d’inférer la phase des autres marqueurs. Elle permet un
meilleur positionnement du géne causant la maladie. Par contre, elle nécessite des calculs
plus intensifs et peut étre sensible aux erreurs de positionnement des marqueurs, surtout
pour la cartographie fine '®. Il existe plusieurs algorithmes qui permettent d’effectuer des
analyses en two points et en multipoint, par exemple Genehunter, Allegro, Simwalk,

Linkage (Fastlink), Vitesse, SLINK, Merlin et Mega2.
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1.9 Projet de recherche

1.9.1 Hypothése

Etant donné qu'il existe dans la littérature des exemples ou des mutations
différentes dans un géne peuvent causer un trouble cutané dans un cas et un trouble
neurologique dans l'autre, nous avons basé notre hypothése sur cette observation. Notre
hypothése de travail est donc que le géne responsable des lésions EK et de I'ataxie
spinocérébelleuse dans la grande famille canadienne-frangaise est le méme que celui

causant I'ataxie spinocérébelleuse chez les familles européennes.

1.9.2 But et objectifs

Le but de ce projet de maitrise est d'identifier les mutations génétiques et les
mécanismes moléculaires causant I'Erythrokératodermie variabilis associée a une ataxie
spinocérébelleuse dans la famille canadienne-francaise et de valider ce locus dans une
cohorte de familles européennes avec SCA inexpliqué. Les objectifs spécifiques étaient de
caractériser cliniquement la maladie, d’identifier le locus lié a SCA34 et d’identifier la ou

les mutations causales.

1.9.3 Approche pour identifier les génes causant SCA34

La méthodologie appliquée ici sera celle qui a été montrée efficace en génétique
humaine, a savoir :
1. Identification des cas familiaux d'ataxie dans nos familles avec un accent sur les
familles liées au locus SCA34
2. Caractérisation clinique détaillée des individus atteints tant au niveau neurologique
que dermatologique
3. Prélevements sanguins en vue d'extraction d'ADN et établissement de lignées

cellulaires pour tous les individus atteints
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4. Criblage complet du génome, cartographie fine de la région candidate et analyse
de liaison des familles a I'étude

5. Séquencage des genes candidats au locus identifié
Recherche d’expansion de séquences répétées de CAG afin d’exclure la possibilité
d’'une maladie a polyglutamine par Southern blot (immunobuvardage)

7. Recherche de délétion/duplication (Variation du nombre de copies d’'un géne ou
VNC)

8. Caractérisation fonctionnelle des génes mutés

1.9.4 Impact de ce travail de recherche

Nous croyons que l'identification des génes et des mécanismes moléculaires
causant cette nouvelle forme d’ataxie spinocérébelleuse avec kératodermie sera utile afin
de mieux comprendre la pathogenése des maladies associées au développement anormal
de la peau comme les érythrokératodermies, mais aussi des diverses formes d'ataxies. A
notre connaissance, cette association de lésions EK avec une ataxie spinocérébelleuse
pure est unique au syndrome Giroux-Barbeau, mais peut avoir été sous-estimée dans la
pratique clinique. Il sera donc utile dans un avenir rapproché de revisiter le phénotype

cutané des patients atteints d’autres formes d’ataxies héréditaires.



Chapitre 2 :

Un nouveau locus pour une forme d’ataxie spinocérébelleuse pure associée a

de ’Eythrokératodermie localisé sur le chromosome 6q13-16.1.

42
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2.1 Apport des coauteurs

Les contributions du groupe de EUROSCA:

Sylvie Forlani : Gestion de I'ADN, I'extraction, I'échantillonnage.
Giuseppe De Michele et Alessandro Filla : Cliniciens de la famille NAPO1
Alexandra Durr et Alexis Brice : Coordonateurs des études génétiques chez EUROSCA

Giovanni Stevanin: Analyse du génome et validation dans les familles EUROSCA.

Ecriture partielle de la partie sur les familles EUROSCA du manuscrit.

E. Di Gregorio : Interprétation et validation du criblage du génome et analyse de CNV de
la faille BRE-01

D. Zelenika : Centre National de Génotypage pour le criblage du génome

B. Borroni, C. Costanzi et A. Padovani : Cliniciens

Contributions du groupe du laboratoire de Dr Cossette :

Dang Nguyen: Clinicien neurologue de la famille canadienne-frangaise

Caroline Meloche: Analyse de CNV par «GCH Array», analyse du criblage du génome,

séquencgage des certains génes candidats

Josée Poirier: la gestion de I'ADN, I'extraction, I'échantillonnage
Simon Girard: L'analyse de liaison en multipoint

Maude Turcotte Gauthier: Ecriture du manuscrit. Détection d’expansions de CAG / CTG,
analyse de CNV par lllumina, analyse de la cartographie fine de toutes les familles,

séquencgage de génes candidats, extraction d’ADN de certains patients.

Christian A. Drouin : Clinicien dermatologue de la famille canadienne-francaise
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2.2 Résumé

Rationalisation. Les ataxies spinocérébelleuses (SCA) a transmission autosomique sont
un groupe complexe de maladies neurodégénératives. Environ 50% des cas familiaux de
SCA restent encore inconnus. En 1972, Giroux & Barbeau ont décrit une famille
canadienne-frangaise présentant une combinaison phénotypique d’ataxie et de lésions
cutanées compatibles avec I'érythrokératodermie, co-transmis de fagon autosomique
dominante. Cette famille a été potentiellement liée au chromosome 1p35, mais
l'identification du géne muté est en instance. L'objectif de cette étude est de revisiter le
phénotype clinique et refaire la cartographie génétique de cette famille atteinte d’un
syndrome unique.

Méthodes. Nous avons évalué les patients de la famille par des examens neurologiques
et dermiques détaillés, I''RM cérébrale et EMG. Nous avons effectué un criblage du
génome entier en utilisant des marqueurs microsatellites. Nous avons également analysé
trois autres familles de descendance européenne avec SCA a transmission autosomique
dominante, pour laquelle un LOD score positif a été identifi¢ sur la méme région
chromosomique.

Résultats. Nous avons cartographié le locus de la maladie sur le chromosome 6p12.3-
g16.1 avec un LOD score maximal de 5,33 a 6 = 0.00 au marqueur D6S452 dans la
famille canadienne-frangaise. Nous avons obtenu un score LOD en multipoints de 3,4 au
méme locus pour une famille italienne. L'analyse des haplotypes de ces deux familles
nous a permis de définir une région candidate de 21,7 Mb. Nous avons confirmé ce locus
SCA34 dans deux autres familles européennes.

Conclusion. En conclusion, nous avons identifi€¢ un nouveau locus pour une ataxie
cérébelleuse autosomique dominante pure (SCA34) sur le chromosome 6q13-916.1 dans
un total de quatre familles de descendance européenne. Ces familles comprennent une

grande famille canadienne-francaise qui combine une SCA et de I'érythrokératodermie.

Mots-clés: ataxie cérébelleuse autosomique dominante, Erythrokératodermie Variabilis,

analyse de liaison, ataxie spinocérébelleuse, SCA34.
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2.3 Abstract

Background. Autosomal dominant spinocerebellar ataxias (SCA) are a complex group of
neurodegenerative disorders. Approximately 50% of familial SCA remain so far
unexplained. In 1972, Giroux & Barbeau described a French-Canadian family segregating
a combination of ataxia and skin lesions compatible with erythrokeratodermia, co-
transmitted in an autosomal dominant fashion. This family has been potentially linked to
chromosome 1p35, but the identification of the mutated gene is pending. The objective of
this study is to revisit the clinical phenotype and genetic mapping of this unique family.
Methods. We assessed the Giroux-Barbeau family with detailed examination, brain MRI
and EMG studies. We performed a whole genome scan analysis by using microsatellites
markers. We have also analyzed three additional families from European ancestry with
autosomal dominant SCA, for which a genome scan have shown positive LOD score to the
same chromosomal region.

Results. We mapped the locus for the disease on chromosome 6p12.3-q16.1 with a
maximum LOD score of 5.33 at 6 = 0.00 at marker D6S452 in the French-Canadian family.
We obtained a maximum multipoint LOD score of 3.4 at the same locus for in an ltalian
family. Haplotype analysis of these two families allowed us to define a candidate region of
21.7 Mb. We confirmed this SCA34 locus in two additional European families.

Conclusion. In conclusion, we have mapped a new locus for a pure autosomal dominant
cerebellar ataxia (SCA34) on chromosome 6q13-q16.1 in a total of four families from
European ancestry. These families include a large French-Canadian kindred which

combines SCA and erythrokeratodermia.

Keywords: Autosomal dominant cerebellar ataxia, erythrokeratodermia variabilis, linkage

analysis spinocerebellar ataxia, SCA34.
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2.4 Introduction

Autosomal dominant spinocerebellar ataxias is a complex group of
neurodegenerative disorders characterized by progressive cerebellar ataxia of gait and
limbs variably associated with other neurological signs °. The prevalence of inherited
ataxias is approximately 3-6 individuals per 100,000 in the general population > "% °% "7 At
least 31 distinct loci have been identified for SCAs and of these, 18 specific mutations
have been so far uncovered ** *
nucleotide repeats (SCA1-3, 6-8, 10, 12, 17, 31, DRPLA), genomic deletions/duplication
(SCA15, SCA20) and point mutations (SCA5, 11, 13, 14, 27, and 28) have been

associated with the disease. The frequency of mutation in these SCA genes varies among

(http://neuromuscular.wustl.edu/). Expansion of a

the different populations. It is estimated that between 30-60% of all SCA families remain

unexplained, indicating significant heterogeneity ''®.

In 1972, a unique French-Canadian family segregating a combination of ataxia and skin
lesions in an autosomal dominant fashion (EKA, OMIM133190) was described . The
skin lesions were found to be typical of erythrokeratodermia variabilis (EK; OMIM
1332190), a heterogeneous group of diseases characterized by erythematous lesions and
hyperkeratosis "® ®®'. The pure form of EKV (OMIM 133200, EKV) has been associated
with mutations in two connexin genes, both on chromosome 1p35.1, GJB3 and GJB4 "® #
but additional genes causing EKV remain to be identified °'. There is growing evidence
that mutations in genes causing keratodermias also predispose to various neurological

disorders, including deafness, peripheral neuropathy and mental retardation 8 93-%: 100. 101,

However, to our knowledge, except for FC family ® % neither skin lesions nor
keratodermia have been reported in families with SCA. Preliminary studies with several
affected individuals of this latter family have suggested linkage at the EKV1/EKV2 locus ",
but no mutation has been so far identified. We report the clinical and genetic studies on a
French-Canadian family with ataxia and EK as well as three European families with pure
cerebellar ataxia and provide evidence for a genetically novel SCA and

erythrokeratodermia locus.
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2.5 Materials and Methods

2.5.1 Ascertainment and diagnosis of patient and DNA collection

We first studied two large families segregating autosomal dominant spinocerebellar
ataxia. The French-Canadian (FC) family consists in a six-generation family of more than a
hundred people including 29 affected individuals with a combination of
erythrokeratodermia with or without spinocerebellar ataxia. The description of clinical
phenotypes of the early generations has been previously described . We collected
genomic DNA from 15 affected patients, one healthy individual and 13 relatives of this
family. We also investigated 3 additional families from European descent, collected by the
EUROSCA consortium, a European network studying the clinical and genetic aspects of
spinocerebellar ataxias (http://www.eurosca.org/). Among these three kindred, the four-
generation ltalian family included 12 individuals with a pure form of SCA. Genomic DNA
was collected for eight of these affected patients, one spouse, and four healthy individuals.
After informed consent, genomic DNA was extracted from blood samples by using
standard protocols. All collected individuals underwent a complete neurological and

dermatological examination.

2.5.2 Genotyping and linkage analysis

The genome-wide scan in the French-Canadian family was performed at deCODE
genetics (Reykjavik, Iceland) by using 524 evenly distributed microsatellites markers
covering the whole genome at intervals of approximately 8 cM. Genome-wide scan in
European families BRE-01, NAPO1 and FRE-394was performed by using 6000 SNPs
covering the human genome in an ILLUMINA Linkage 12 microarray at the Centre
National de Génotypage (Evry, France). Microsatellite markers used to refine the disease
locus were genotyped by polymerase chain reactions (PCRs) incorporating primers with
fluorescently labelled M13mp18 sequence tail (primer and PCR details available upon
request), as described elsewhere '*°. Our observations, together with those of Giroux &
Barbeau ' shows that all but one of the 26 individuals with spinocerebellar ataxia from
the French-Canadian family exhibited EK lesions during childhood. These individuals
eventually developed late-onset ataxia, usually in the fifth decade (Supplementary Table I).

Conversely, all the individuals with EK lesions who lived beyond 50 years of age
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eventually developed cerebellar ataxia (n=26). Therefore, for the purpose of the linkage
analysis, we considered individuals VI-01 and VI-02, as affected (typical EK lesions only),
although they do not exhibit ataxia at the age of 30 and 32 year old respectively. In the
case of family BRE-01 genome-wide linkage analysis was performed using seven affected
subjects, one apparently healthy case and two individuals with an unknown status (llI-7
and 1lI-8). Individual IV-3 was not used for the genome scan but was used as affected in
further analysis since he presented mild initial symptoms (nystagmus). We calculated
pairwise LOD scores (logarithm of odds) by using MLINK program (LINKAGE package,

version 5.1) '

, under the assumption of autosomal dominant mode of inheritance, a
disease frequency of 1:10,000, 90% penetrance, 1/10,000 of phenocopy, and allele iso-
frequency. We also performed a multipoint linkage analysis for all the families using the
121

same parameters by using SIMWALK2 program (version 2.91)

2.5.3 Sequencing of candidate genes

Initial screening of point mutations was performed on 12 candidate genes within the
largest disease locus defined by the FC pedigree. The genomic organization of candidate
genes was obtained from the UCSC website (www.ucsc.genome.com). The coding exons
and at least 50 bp flanking intron boundaries were directly sequenced using an ABI3730
automatic sequencer (AppliedBiosystems). Primers were designated with either PRIMER3
or PRIMER SELECT from the DNASTAR software (version 5.07). Primer sequences and
details of PCR conditions are available upon request (Annexe 1). The sequences were
analyzed either with SEQMAN Il (version 5.07) of the DNASTAR software or the DNA
variant analysis software MUTATION SURVEYOR (version 3.0).

2.5.4 CAG expansion detection

Within the candidate locus, we searched CAG/CTG stretches of at least eight pure
and interrupted repeats by using the UCSC website. Five CAG/CTG repeat containing
regions were amplified in four individuals from the French-Canadian family (I1V-5, IV-18, V-
27 and VI-2) by using a fluorescent labelled primer and analyzed using an ABI 3730
capillary sequencer and GeneMapper program (Annexe 2). To further exclude large

expansions, we performed a PCR-Southern Blot analysis (data not shown).



50
2.5.5 Copy number variation

A fine-tiling Array Comparative Genomic Hybridization (aCGH) covering the entire
chromosome 6 was performed on one affected individual from the large French-Canadian
family (subject 1V-22). We used three different arrays with a probe density of 1/4,000 bp,
1/8,000 bp and 1/20,000 bp (NimbleGen) '>. We also performed a whole-genome
genotyping and CNV analysis by using human 610-quad beadchip (lllumina ®) '** ' One
or affected individuals from each of the other three families (Family BRE-01, subjects 111-10
and Il1-6, family NAP-01, subject IlI-2, and family FRE-394, subject 1I-2) were analyzed by
a custom array CGH spanning the region D6S272 and D6S434 with a mean probe density
of 1/5,000 bp (Agilent).

2.6 Results

2.6.1 Phenotype of ataxia associated with Erythrokeratodermia in

the French-Canadian family

The summary of the detailed clinical examination performed in 15 living affected
individuals of the French-Canadian family (Figure 12) is shown in Supplementary Table I.
As previously reported, the skin lesions consisted in patches of erythemas and
hyperkeratosis '%. These lesions varied in severity according to season and use of skin
lotion but were generally mild in the majority of cases. The most important lesions were on
the back of the hands and feet, the elbows and ankles, the knees and the external ears.
Occasionally, the entire lower extremities and buttocks were affected (Figure 13). In all
patients, hair, nails and scalp were normal. No hearing impairment was detected. The
onset of ataxia usually occurred in the fourth or fifth decade, except for four individuals
where the disease manifested in the third decade (mean of 55.3 + 17.9 years). There was
no anticipation. The progression of gait disturbance is very slow, with only three individuals
severely affected necessitating walking devices. All but one individual with ataxia (V-10, 60
years old) exhibit skin lesions. MRIs obtained in individuals with mild or moderate ataxia
(n = 7) showed cerebellar and pontine atrophy (Figure 13). In these affected individuals,
the atrophy was more severe in the vermis than in the cerebellar hemispheres. In turn,
individuals with EK lesions without ataxia had normal MRI (n = 3). Individual V- 29 with EK

lesions and very mild ataxia also exhibited cerebellar hypometabolism on FDG-Positron
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Emission Tomography scan (Figure13). EMG obtained in eight affected members
disclosed a mild axonal peripheral neuropathy in half (n = 4), including one individual with
EK lesions only. Individual V-23 who bears the disease haplotype does not exhibit any
neurological disturbance, nor skin lesions (Figure 12) suggesting incomplete penetrance of

the gene.

2.6.2 Phenotype of other SCA families

In all the affected cases of the BRE-01 pedigree (Figure 14), the initial symptoms
were truncal ataxia and gait disturbances. Nystagmus was always present (8/8, 100%). As
in the French-Canadian family, the onset of symptoms was above 30 years old with very
slowly progression of gait disturbance (Tableau VI). During the clinical course, patients
were able to walk until 50 years of age. Dysarthria then became evident (n = 7/8) as well
as limb ataxia (n = 5/8), diplopia (n = 2/8), mild axonal neuropathy (n=1) and mild sensory
(n=1). In contrast to the French-Canadian family, skin lesions were not detected. Brain
MRI, in the moderate and severe stages, has revealed cerebellar atrophy without
brainstem involvement (Tableau VI). In mild disease stages, MRI was within the normal
range but brain FDG-Positron Emission Tomography reported cerebellar hypomethabolism
(IV-1). Compared to the FC and BRE-01 families, the affected individuals of the FRE-394
pedigree exhibited more severe impairment of gait disturbance, earlier onset of symptoms
(below 40 years old) and more complex phenotype with pyramidal involvement, slow
saccades and/or gaze limitation in all cases (Figure 15A and Tableau VI). Two patients
were bedridden after 38 and 39 years of disease duration and two others were wheelchair
bound after 10 and 15 years of disease duration respectively. Nystagmus, mild axonal
neuropathy were occasionally detected. In three cases, dystonic postures were also
observed. In contrast to the French-Canadian family, skin lesions were not detected. Brain
MRI in one case revealed cerebellar atrophy (Tableau VI). Affected individuals of the NAP-
01 family (Figure 15B) also exhibited early onset of gait disturbance (below 30 years old),
with mild to moderate progression of gait disturbance (Tableau VI). Pyramidal signs were
found in all patients with spasticity in four affected individuals (n = 4/5). Again, skin lesions
were not detected. Brain MRI revealed cerebellar atrophy (n= 3/5) and cortical atrophy (lll-
3) (Tableau VI).
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2.6.3 SCA34 maps to chromosome 6q13-q16.1

We first excluded the French-Canadian family with ataxia and EK for linkage at the
EKV1/EKV2 and MEDNIK loci (data not shown). Genome-wide linkage analysis in the
French-Canadian family revealed three positive chromosomal regions with LOD score
superior to 1.5, respectively on chromosomes 1, 6 and 7 (Figure 17). Further analysis with
additional markers including additional affected individuals confirmed linkage to
chromosome 6 with a maximum LOD score of Z = 5.33 at 6 = 0 found for marker D6S452
(Figure 12). Haplotype analysis allowed defining a candidate locus of 46.8 Mb between
markers D6S459 and D6S417 at chromosome 6p12.3-g16.1 (Figure 16A). Among 20
families from the EUROSCA consortium subjected to a genome scan, the BRE-01 family
showed multipoint LOD score reaching the maximal expected value of Z = 2.1 on
chromosome 6 and 10, as well as Z = 1.3 to 1.7 on chromosomes 2 and 18 respectively.
Further analysis with microsatellites markers including additional individuals, showed
perfect segregation of the disease haplotype on chromosome 6 locus only, with a maximal
two-point LOD score of Z = 2.05 at 6 = 0 for marker D6S458 (Figure 14) and a significant
multipoint LOD score of 3.4 to this region. Considering the key recombinants of the
French-Canadian and BRE-01 families, the candidate gene interval locus is 21.7 Mb,
defined by flanking markers D6S1557 and D6S417. A total of 101 genes maps to this
candidate interval common to all the SCA34 families, including 12 good candidates based
on the pattern of expression and known function (Tableau VII). Two other EUROSCA
families showed positive linkage to the same chromosomal region, although this locus was
not unique and LOD score values below the threshold of 3.0. Family FRE-394 showed 11
chromosomal regions with positive multipoint LOD scores ranging from 0.8 to 2.2, (Z=0.9
overlapping SCA34) whereas family NAP-01 showed five positive regions with LOD score
values ranging from 1.1 to 1.8 (Z = 1.8 overlapping SCA34). None of the other 17
EUROSCA families presented with positive LOD scores to the SCA34 locus. Combining
the multipoint linkage data of all the potentially linked families, a maximum LOD score of Z
= 8.5 was obtained between markers D6S459 and D6S1632 and Z = 9.0 between markers
D6S460 and D6S458 (Figure 16B). Based on key recombinants, the common disease
locus would be located between markers D6S460 and D6S417 (12.2 Mb; Figure 16A).
Overall, our data are compatible with the identification of a novel locus for autosomal

dominant spinocerebellar ataxia, that we named SCA34.
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2.6.4 Screening for candidate genes in the French-Canadian

family

Array CGH analysis within the candidate locus in all the linked families, and
extended to the entire chromosome 6 did not reveal deletions/duplications. We also
screened candidate genes mapping to the 46.9 Mb locus found in the French-Canadian
family (Table VII). No mutation was found in these genes. Finally, we did not find disease-

associated expansions of CAG/CTG repeats in the French-Canadian family.

2.7 Discussion

2.7.1 SCA34 maps to chromosome 6g13-q16.1

In this study, we took advantage of two large families to map the SCA34 locus on
chromosome 6g13-q16.1. We also validated this novel SCA34 locus in two additional
European families with autosomal dominant cerebellar ataxia. Each of these latter families
has a LOD score peak in this region, although not significant. The selection of a priori
linked families to chromosome 6 locus may be associated with an ascertainment bias.
However, the perfect segregation of the disease haplotype in these latter families, together
with the highly positive multipoint LOD scores obtained by combining all the linked families
(Z = 9.0) are strongly supportive for the existence of a SCA34 gene. Among the
EUROSCA families, if the two small families are truly linked to SCA34, we can estimate a
maximal frequency of SCA34 to be less than 15% (3 out of 20 families linked). However,
because the small European families could be falsely linked to SCA34 locus, we suggest
to consider the candidate region between markers D6S71557 and D6S417 (21.7 Mb),
based on key recombinants observed in the large FC and BRE-01 families.
Notwithstanding the skin lesions, two out of the four SCA34 families (FC and BRE-01)
exhibit similar neurological phenotype characterized by slowly progressive limb and gait
ataxia, starting generally in the fourth or fifth decade. Except for mild peripheral axonal
polyneuropathy found in older individuals, there is no other significant neurological
impairment in these latter families. The brain MRI revealed striking age-dependent
cerebellar atrophy in many affected individuals. According to Harding’s classification, the

neurological syndrome found in affected individuals from both significantly linked families
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is thus compatible with pure autosomal dominant cerebellar ataxia (ADCA type Ill)
(Tableau VI) ™.

27.2 The Giroux-Barbeau family exhibits a unique

neurocutaneous Syndrome

In this study, we revisited the clinical phenotype of the large French-Canadian
family described by Giroux and Barbeau in 1972. To our knowledge, the association of
skin lesions with SCA is unique to this family. On the other hand, keratodermia of various
types are frequently associated with neurological disorder including peripheral neuropathy,
deafness, and mental retardation 3> 9% 1919 ‘Moreover, ichthyosis, a skin lesion closely
related but distinct to erythrokeratodermia (EK and EKV) is also frequently associated
various neurological impairment, including ataxia % '% '% Both ichthyosis and
erythrokeratodermas are descriptive terms used for a large clinically and etiologically
heterogeneous group sharing either generalized scaling of the skin (ichthyosis) or the co-
existence of erythema and hyperkeratosis usually without obvious scaling
(erythrokeratodermia). These later disorders are characterized by abnormal keratinisation,

differentiation and desquamation of the epidermis.

2.7.3 Towards the identification of SCA34 gene

In this study, we screened 12 candidate genes, excluded trinucleotide expansions,
and copy number variations by array CGH. Despite these efforts, we cannot formally
exclude that a mutation in the introns, in promoters or in splice site of cryptic exons of one
of these genes could be responsible for the disease. Identification of additional families
linked to this locus should allow better delineation of the candidate gene region and
eventually facilitate the identification of the gene. An intriguing question raised by this
study is why the FC family is still the unique family exhibiting the combination of cerebellar
ataxia and EK? Because the skin manifestations may vary over time and are sometimes
subtle, the cutaneous syndrome may have been overlooked in clinical practice. However,
since we did not find EK lesions in the other SCA34 families despite detailed
examinations, it is more likely that the skin lesions may be present in some families, and
not in others. This could be notably explained by mutations in differentially expressed
isoforms of the same gene, as described in the GJB3 gene ¥ *. Alternatively, a single or a

tandem of mutations implicating two independent genes at the same chromosomal region
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may be responsible for this unique combination of diseases. Indeed, although the
dermatological and neurological phenotypes so far segregate almost perfectly in the FC
family, the linked region remains very large. Finally, despite the negative copy number
analysis shown in this study, we cannot exclude that a microdeletion implicating several

gene may be responsible for this unique neurocutaneous syndrome.

The hereditary ataxias are a heterogeneous group of neurological diseases whose
common characteristic is the progressive degeneration of a portion of the central nervous
system, the cerebellum. The cause of many forms of the disease has not yet been
determined. Clearly, the identification of additional genes and molecular mechanisms
causing hereditary ataxias will provide a better understanding of the disease and could
lead to specific treatment. Should SCA34 and EK be caused by a mutation in the same
gene, the identification of keratodermia in families with SCA may offer additional clue
towards the identification of genetic and molecular mechanisms underlying cerebellar

degeneration.
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Table VL. Clinical features of affected members of the French-Canadian and European families

Clinical manifestations

=2 >< ° Age of Gait Limb . . Skin
£ [=) ° S . . Dysarthria Nystagmus Severity . Others MRI EMG
5 = n < onset ataxia ataxia Lesions
FC V-2 M + mild +
FC V-4 F 82 50 + moderate +
CeA, CoA
FC IV-5 M 84 72 + + + moderate* + SP, DTR, AR mild PAN
and PA
FC IV-12 M 79 65 + + + + moderate* + SP, DTR mild PAN
CeA, CoA,
FC IV-18 M 71 60 + + + + mild + SP, DTR PA mild PAN
FC 1V-20 F 70 65 + + + + mild + SS, mild PT
CeA and
FC IV-22 M 68 48 + + + moderate + SP, DTR PA Normal
FC V-3 M 63 60 + + + mild + SP Normal
FC V-4 M 52 30 + mild +
FC V-5 F 60 53 + mild +
CeA, CoA,
FC V-8 M 40 40 + + + + mild +

and PA
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> < o Age of Gait Limb . . Skin
£ [a) ° o . . Dysarthria Nystagmus Severity . Others MRI EMG
5 = [77] < onset ataxia ataxia Lesions
FC V-10 F 60 55 + + mild - SS, DTR
CeA, CoA
FC V-26 F 47 35 + + mild + SS, DTR Normal
andPA
FC V-27 M 40 - + Normal
FC V-28 M 42 37 + + mild + mild CeA
FC V-29 F 44 44 + Very mild + DTR Normal mild PAN
FC VI-1 M 32 32 - + mild + Normal Normal
FC VI-2 F 30 - +
BRE-01 11-6 M 80 50 + + + + moderate - SS, Dy
BRE-01 -1 F 72 40 + + + + moderate - SP, O, Dy CeA
BRE-01 -2 F 75 34 + + + + moderate - SS, Di, Dy CeA
BRE-01 11-6 F 56 45 + - + + moderate - SS, Di CeA mild PAN




> < o Age of Gait Limb . . Skin
£ [a) ° o . . Dysarthria Nystagmus Severity . Others MRI EMG
5 = [77] < onset ataxia ataxia Lesions
BRE-01 111-10 F 56 38 + + + + moderate - SS, Dy CeA, CoA | mild PAN
BRE-01 V-1 F 43 38 + + + + mild - SS CeA normal
BRE-01 V-2 M 41 38 + - + + mild - SS
BRE-01 V-3 M 30 30 + - - + very mild - -
SS, SP, SPA,
slight
NAP-01 11-3 F 66 26 + + + + moderate** - BTR, CLO, Mild CeA PAN
BA, WEA
SP, BTR,
NAP-01 1-1 F 36 30 + + + + mild - Mild CeA Normal
SPA, CLO, BA
SP, SPA,
NAP-01 -2 F 41 26 + + + + mild - BTR, BA, Mild CeA Normal
WEA
NAP-01 -3 F 34 26 + + + + mild - BTR, CLO, BA | Mild CoA
BTR, SPA,
NAP-01 V-2 M 15 13 + - - + very mild -
BA, CLO
SS, BTR, D,
FRE-394 -2 F 47 33 + + + + severe** - Weakness LL, CeA, CoA Normal

BA unilateral
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> < o Age of Gait Limb . . Skin
£ [a) ° o . . Dysarthria Nystagmus Severity . Others MRI EMG
5 = n < onset ataxia ataxia Lesions
FRE-394 -1 F 48 37 + + + - severe** - SS, MFH AN
BA, SS and
FRE-394 11-1 M 63 53 + + + - mild* - vertical gaze
limitation
SS, no
voluntary eye
FRE-394 11-4 F 70 32 + + severe - severe*** - gaze, D, BA
bilateral, Pes
cavus
SS, vertical
and horizontal
FRE-394 11-2 F | 76 (died) 37 + + no speech - severe*** - supranuclear
O, D, BA
bilateral

The clinical description of affected individuals of the first three generations of the French-Canadian family has been already described by
Giroux & Barbeau '®°.

ID = individual; SP = slow pursuit; SS = slow saccade; Di = diplopia; Dy =dysphagia; D = Dystonia; MFH = Marked facial hypomimia; O =
ophthalmoplegia; DTR = decreased tendon reflexes; BTR = brisk tendon reflexes; SPA = spasticity; WEA = weakness; BA = Babinski;
CLO = clonus; CeA = cerebellar atrophy; CoA = cortical atrophy; PA = pons atrophy; AR = axial rigidity; PT = postural tremor; PAN =
peripheral axonal neuropathy; AN = axonal neuropathy

- = absent; + = present; * = walker or cane; ** = wheelchair bound; *** = bedridden.
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Figure 12. The large French-Canadian family with ataxia and erythrokeratodermia maps to chromosome 6p12.3-q16.1. The disease haplotype is
reconstructed from 10 microsatellite markers and boxed in grey. Centromeric (individual V-29) and telomeric (individuals V-5 and V-27) key
recombination events are indicated with arrows, and define the disease locus between markers D65459 and D6S417. An asymptomatic individual (V-
23, 46yrs) bears the disease haplotype suggesting an incomplete penetrance or later age of onset for the disease. Inset shows position of the markers
and two-point LOD scores. Dashes are used for untyped marker.

Open figures = unaffected; closed half left figures = erythrokeratodermia only; closed half right figures = ataxia only; closed figures = ataxia and
erythrokeratodermia; closed upper right quarter figure = nystagmus only; square = male; circle = female; / = deceased.
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Individual V-8

D)

Individual V-29

Individual V-29

Figure 13. Clinical phenotype of the French-Canadian family. A) Hyperkeratosis of the
heel and ankle; B) Red patches over the thigh. The patches have a characteristic
geometric symmetry in general; C) MRI showing severe atrophy of the cerebellum and the
pons (V-8); D) Brain FDG- Positron Emission Tomography shows hypometabolism of the
cerebellum in an individual (V-29) with very mild ataxia but without cerebellar atrophy,
suggesting an earlier stage of the disease.
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Figure 14. The BRE-01 family of Italian origin maps to chromosome 6q13-q16.1. The
disease haplotype is reconstructed from 10 microsatellite markers and boxed in grey. A
centromeric key recombination event is found in subject 1V-3. Inset shows position of the
markers and two-point LOD scores. Combined with the French-Canadian family, this key
recombinant allows the definition of the disease locus between markers D6S71557 and
D6S417. Dashes are used for untyped marker. Open figures = unaffected; closed half right
figures = ataxia; square = male; circle = female; / = deceased.
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Figure 16. Combined multipoint LOD score analyses of the SCA34 locus. A) The
minimal candidate region defined by recombination events is shown with coloured bars for
each of the five studied families; B) Multipoint LOD score analyses for markers spanning
the candidate gene region. The results are shown for the French-Canadian family (blue)
and ltalian family (green) alone. The combined analysis of all the families (black) allow us
to determine the maximum values of LOD score of 8.5 between markers D6S459 and
D6S1632 and 9.0 between markers D6S460 and D6S417.
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Figure 17. Genome-wide linkage analysis of the French-Canadian family reveals
three chromosomal regions with LOD score superior to 1.5



Table VII. List of the candidate genes at the SCA34 locus
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Gene Position Skin | Cerebellum Description
chr6:84,319,332-
SNAP91 84,475,831 X phospholipids binding
chr6:88,049,419-
GJB7 88,095,715 X Connexin
-aminobutyric acid
chr6:90,023,958- gamma-aminobuty
GABRR2 90,081,686 X X (GABA) receptor, rho 2
UBE2J1 chré:90093063- ubiquitin-conjugating
90119338
enzyme E2, J1
chr6:90134313-
RRAGD 90178484 X Ras-related GTP binding D
chr6:90199616-
ANKRD6 90400124 ankyrin repeat domain 6
chr6:90398664-
LYRM2 90405195 LYR motif containing 2
chr6:90409952-
MDNT 90586163 X X nuclear chaperone
chré:90,596,379- caspase 8 associated
CASP8AP2 90,640,876 X P .
protein 2
chr6:90,660,909-
GJA10 90,662,540 X X connexin
chr6:90692969- _
BACH2 91063182 Transcrlptlon. regulator
protein
MAP3K7 chr6:91282074- mitogen-activated protein

91353628

kinase
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Chapitre 3

3.1 Génes candidats

Suite a l'identification du locus au chromosome 6, I'approche par séquencage de génes
candidats a été la premiére étape en vue de I'identification du géne causant SCA34. Notre
premier intervalle candidat était défini par la famille canadienne-francaise atteinte d’ataxie
spinocérébelleuse associée aux Iésions cutanées, sur le chromosome 6p12.3-q16.2. Suite
a la réception de 'ADN des familles européennes atteintes d’ataxie spinocérébelleuse,
nous avons été en mesure d’établir un nouvel intervalle candidat au locus 6q13-q16.1.
Nous avons priorisé les génes selon leur expression dans les tissus relatifs aux
kératodermies et/ou troubles neurodégénératifs (e.g. la peau, cervelet, et le systeme
nerveux central); selon le potentiel biologique, I’homologie de séquence et/ou fonction
similaire a des génes responsables de d’autres formes d’ataxie et d’érythrokératodermie
autant chez I’humain que dans des modéles animaux. Nous avons identifié des variants
dans plusieurs génes, mais tous avaient déja été repertoriés dans la littérature comme
étant non pathogénes. Cette section expose les génes candidats choisis pour le
séquengage. Pour chaque géne, nous avons séquencé un individu atteint et un individu
sain de la famille CF. Lorsqu’un géne possédait plusieurs isoformes, nous les séquencions
systématiquement. Si nous détections une mutation non répertoriée, la ségrégation
familiale ainsi que la présence ou absence du variant dans les familles européennes nous

permettaient d'exclure ou inclure le potentiel pathogéne d’un variant.
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3.1.1 Séquengage des genes candidats pour le locus de la famille

canadienne-frangaise sur le chromosome 6p12.3-q16.2

Avant l'identification de la région SCA34 commune aux familles canadiennes et
européennes, nous avions commenceé I'analyse des séquences des génes candidats dans
la région candidate de 46,9 Mb trouvés pour la famille canadienne-francaise. Aprés avoir
défini I'intervalle candidat initial au locus 6p12.3-q16.2 contenant plus de 200 génes. Pour
les génes choisis, nous avons séquencé tous les exons ainsi que 50bp a la frontiére
intro/exon des génes candidats a partir de I'’ADN génomique. Lorsque les exons
dépassaient 700 pb, nous les divisions en plusieurs petits fragments chevauchant afin de
faciliter 'amplification et la réaction de séquencage. Nous avons séquencé tous les

variants d’épissage de chacun des génes candidats

3.1.1.1 Séquencgage des génes GJB7 et GJA10

Cette région contient notamment deux connexines GJB7 et GJA10, codant
respectivement pour les protéines CX25 et CX62. Malgré leur mode d’expression
respectivement au niveau du placenta, du coeur et muscle squelettique, nous devions
éliminer la possibilité d’'une mutation dans I'un de ces génes (section 1.7.1). Nous avons
identifié¢ des variants dans ces deux geénes, toutefois, ils avaient été précédemment

répertoriés dans les bases de données (Tableau VIII).

3.1.1.2 Séquencgage du géne SNAP91

Le géne SNAP91 (synaptosomal-associated protein) fait partie de la famille des
protéines SNARE impliquées dans la fusion des vésicules. La fonction exacte du gene est
peu connue, mais l'intérét porté pour celui-ci est en raison de SNAP29 qui est un
régulateur de la fusion des vésicules de membrane. Une mutation dans ce géne cause le
syndrome CEDNIK pour «dysgénésies cérébelleuses, neuropathie, ichtyose, and

98

kératodermie » *°. Les génes impliqués dans le transport vésiculaire semblent étre
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récurrents dans différents troubles neurocutanés. En effet, le syndrome MEDNIK est aussi
causé par une mutation dans un géne ayant un réle dans le trafic des vésicules, soit
AP1S1 (adaptor-related protein complex 1, sigma 1), une protéine adaptatrice "'. Nous

avons identifié des variants bénins pour ce géne (Tableau VIII).

3.1.1.3 Séquencgage du géne DST (BPAG1)

Le géne DST (dystonin) code pour un membre de la famille des plakines. Les
plakines sont des protéines de structure liant les membranes cellulaires aux filaments
intermédiaires du squelette des cellules, aux filaments d'actine et aux microtubules. Le
géne BPAG1, qui contient plusieurs domaines spectrines, a été considéré comme un bon
candidat, en raison du profil d'expression de ses différents isoformes (par exemple, le
cerveau, la peau) et 'homologie de séquence avec le géne responsable de SCA5
(Tableau 1l). En effet, lisoforme primaire de BPAG1 est fortement exprimé dans le

systéme nerveux central ¥ 1?8

, alors que des mutations dans BPAG1 ont été rapportées
pour provoquer a la fois la dégénérescence des neurones sensoriels et une fragilité de la
peau chez la souris (souris dt), phénotype qui se rapproche fortement & SCA34'%. De
plus, un travail sur l'identification des antigénes cibles dans la maladie auto-immune de
pemphigoide bulleuse chez I'hnomme a conduit a la découverte de la séquence codante
pour cette protéine structurale largement exprimée dans les cellules épithéliales, appelée
antigéne pemphigoide bulleuse 1 (BPAG1). Cette protéine semble participer a
'attachement des filaments intermédiaires sur le site des hémidesmosomes dans les
cellules kératinocytes de I'épiderme. Une perturbation dans la fonction de base de BPAG1
pourrait aboutir a la formation de cloques cutanées observées chez les patients atteints de
pemphigoide bulleuse ™. L’isoforme principal de dystonin est au niveau du cerveau. Dans
les neurones, DST semble avoir une importance pour la réticulation des filaments d'actine.
Dans une bonne proportion des maladies neurologiques, il est possible dobserver
'agrégation de neurofilaments, l'une des particularités retracées dans les neurones

atteints des souris avec une mutation spontanée de la dystonin (dt) '®. Plusieurs variants
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ont été identifies dans les différents isoformes de DST, mais tous étaient répertoriés

comme non pathogéne (Tableau VIII).

3.1.1.4 Séquencage du géne RIMS1 (RAB3A)

Le géne RIMS1 (regulating synaptic membrane exocytosis 1) est un membre de
la superfamille des génes RAS, une protéine qui régule lI'exocytose des vésicules
synaptiques et la plasticité synaptique "*'. L'expression est limitée au cerveau et la rétine.
Une mutation a été identifiée dans ce géne causant une rétinite pigmentaire selon un
mode de transmission autosomique dominante '*2. Ce géne comporte plusieurs isoformes.
Neuf variants ont été identifiés dans ce géne. Un seul de ceux-ci n’était pas répertorié
(Tableau VIII), mais lorsque nous avons testé la mutation dans la famille CF, elle ne

ségréguait pas avec la maladie.
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Tableau VIII. Bilan des variants des génes candidats la famille canadienne-francaise pour le locus sur le chromosome 6p12.3-q16.2

Géne s?_g:,léigzige Exon gg:jg’g;e Type de variation Nomenclature ;Z‘:;Zg eamnfizg SNP
GJB7 NM_198568 Exon3  g.chr6: 88051291 faux-sense ¢.59C>T; C/T Thr20lle rs4707358
Exon3  g.chr6: 88050734 faux-sense c.616T>C ; C/T Phe206Leu rs6934603
3'UTR g.chr6: 88050480 g.25813932G>A rs3812130
3'UTR g.chr6: 88049809 g.25813261G>A rs2240461
GJA10 NM_032602.1 3'UTR g.chr6: 90662557 g.28426009T>A rs7738845
RIMS1 NM_014989.3 Exon4  g.chr6: 72866546 intron g.10629998C>C/T rs9360527
Exon 5 g.chr6: 72946193 silencieuse C.666A>G Leu222Leu rs2249021
Exon 6  g.chr6: 72948978 silencieuse c.1083A>G Leu361Leu rs2463730
Exon 6 g.chr6:72949104 silencieuse c.1209G>A Ala403Ala
Exon9 g.chr6: 73004495 intron g.10767947C>C/T rs2807525
Exon14  g.chr6: 73017234 intron g.10780686C>C/A rs6918073
Exon15  g.chr6:73017943 intron g.10781395G>A rs3798274
Exon16  g.chr6: 73019073 intron g.10782525A>GA rs9351902
Exon23  g.chr6:73040844 faux-sense c.3470C>C/T Pro1157Leu rs41265501
SNAP91 NM_014841.1 5'UTR g.chr6:84475725 g.22239177C>G rs217281
5'UTR g.chr6: 84475372 g.22238824T>C rs217282
Exon 1 g.chr6:84475267 intron g.22238719G>C rs217283
Exon4  g.chr6: 84428944 del intronique g.22192396delT rs34529044
Exon7  g.chr6: 84423107 in-del 84423106_84423107insTTC rs3037027
Exon 17  g.chr6: 84360061 silencieuse c.1551G>A Pro517Pro rs1033655
Exon 21  g.chr6: 84357716 silencieuse c.1947C>C/T Ser644Ser rs2273363
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Géne Sig%igﬁige Exon ggr?:rlwslicg:;e Type de variation Nomenclature ﬁ:;';z e;nnfizg SNP

Exon 22  g.chr6: 84348858 intron g9.22112310T>A/T rs1033653

DSTiso1 NM_183380.2 Exon 12 g.chr6: 56615094 intron g.56615094A>G/A rs1024195
Exon 37  g.chr6: 56571369 faux-sense c.4901A>G GIn1634Arg rs4712138

Exon 38  g.chr6: 56570799 intron g.56570799C>T rs9370541

Exon47 g.chr6: 56534890  Site d'épissage 9?5?5731;%%;://36 (s9367689

Exon 52  g.chr6: 56525504 faux-sense c.9154A>G Thr3052Ala rs4715631

Exon 52  g.chr6: 56525241 faux-sense c.9417G>A Met3139lle rs4715630

Exon 57  g.chr6: 56502132 intron g.56502132A>G rs9357922

Exon 62  g.chr6: 56489871 intron g.56489871C>T rs4715626

Exon 65 g.chr6: 56482713 intron g.56482713G>T rs9296849

Exon 66  g.chr6: 56481495 faux-sense €.12139G>A Asp4047Asn rs41271862

Exon 71  g.chr6: 56473773 intron g.56473773T>C rs4283892

DSTiso1e NM_001723.4 Exon 23 g.chr6: 56592717 faux-sense c.4074G>A Lys1922Lys rs2230862
Exon 23  g.chr6: 56590760 faux-sense €.6031G>C Val2011Leu rs6459166

DST iso1eb | NM_020388.3 Exon 26 g.chr6: 56579954 silencieuse c.5820G>A Leu1940Leu rs16888055
Exon 26  g.chr6: 56579609 silencieuse €.6165G>A/G Thr2055Thr rs45564536

Exon 26  g.chr6: 56579361 faux-sense c.6413C>T Pro2138Leu rs9382658

Exon 26  g.chr6: 56578649 silencieuse c.7125C>T Asn2375Asn rs13209548

Exon 26  g.chr6: 56578510 faux-sense C.7264A>T Thr2422Ser rs13194995
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3.1.2 Séquencgage des génes candidats pour le locus SCA34 sur le
chromosome 6q13-16.1
Avec l'aide du consortium EUROSCA, un réseau européen dédié a I'étude des

aspects cliniques, geénétiques et physiopathologiques de [I'ataxie spinocérébelleuse

(http://www.eurosca.org/), nous avons également étudié cinq familles supplémentaires de

descendance européenne (Fre528, Fre394, NIJ201, NapO1 et Bre01) dont certaines ont
été exposées dans l'article. Une étude de liaison faite en simultanée sur ces familles avec
ataxie cérébelleuse pure a permis l'identification d'un nouveau locus SCA sur la méme
région chromosomique que la grande famille canadienne-francaise. Suite a une
réévaluation par les neurologues du groupe européen, un ou plusieurs individus des
familles NIJ201 et Fre528 avaient recu un mauvais diagnostic, ce qui altérait la
ségrégation parfaite de I'haplotype dans ces familles, les excluant par le fait méme du
locus sur le chromosome 6 (résultats non présentés). Ces deux familles seraient donc
faussement liées au locus de SCA34, ce qui témoigne de I'importance d’étre davantage
vigilant lors de I'analyse des recombinants des haplotypes entres les différentes familles a

I’étude.

En effectuant une cartographie fine de la région et en déterminant les recombinants clés
dans les différentes familles restantes, il nous a été permis de déterminer un intervalle
candidat de 21.7 Mb (Figure 14). Cette région contient 101 génes ce qui diminue environs
de moitié le nombre de génes précédemment déterminé avec la famille CF. Pour les
génes choisis, nous avons séquencé tous les exons ainsi que 50bp a la frontiére
intro/exon des génes candidats a partir de I'’ADN génomique. Lorsque les exons
dépassaient 700 pb, nous les divisions en plusieurs petits fragments qui se chevauchent
afin de faciliter 'amplification. Nous avons séquencé tous les variants d’épissage de
chacun des génes candidats. Le choix des génes candidats s’est fait selon les mémes

critéres énonceés ci-haut (section 3.1).
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3.1.2.1 Séquencage des génes dans la région 6q15.

En 2008, Legler et al., publiait un cas intéressant d'un gargon de 3 ans avec une
anomalie sur le chromosome 6 résultant d’'un retard de développement, de convulsions
fébriles, de dysmorphologies et d’érythrokératodermie. L’étude du caryotype du gargon a
démontré une insertion de matériel chromosomique maternel d'origine inconnue sur le
chromosome 6q15 dans toutes les cellules (46, XY, ins (6;?)(q15;?). Des cas de trisomie
et de délétion du chromosome 6 comportent des symptdémes similaires a ce patient soit un
retard de croissance et un retard mental. Malgré le fait qu'il soit difficile de déterminer si
I'origine du matériel est une duplication ou une insertion au locus 6q.15, il montre
néanmoins que cette région du chromosome 6 peut avoir un lien avec des troubles
dermatologiques '**. Certains génes de cette région candidate ont systématiquement été

séquencés sans accorder d’importance significative a leur fonction en raison de leur

localisation au chromosome 6q15 (Figure 18).

chré (q15)
Scale 1 Mb} i
chré: 88000000 | 88500000 | 89000000 | 89500000 | 90000000 | 90500000 | 91000000 | 91500000 |
Chromosome Bands Localized by FISH Mapping Clones
6q15
UCSC Genes Based on RefSeq, UniProt, GenBank, CCDS and Comparative Genomics
HTR1E 11 GB7 1 ATHEO | SPACAT | NGTT UBE2J1 1 MDN1 CR625825 11
HTRIE | a7|  orcsLM CnNR1 RNGTT bef—<f=HHi use21 i MON1 H MAP3K7 B
HTR1E 19 SLC35AT HHE CNR1 RNGTT =<H-HHH rRRAGD H moN1 mar3k7
HTRIE| SL CNR1H PNRC1 | ANKRD6 14l  BACH2 Lamai iyl
ccal SLC3S CNR1H PNRCTE  ANKRDs >l BACH2 4
H RARS2 M CNR1 | PNRCT)  ANKRD6 >4 BACH2 L AR
ZNF292 [ orc3L M Srrp3s | kiaa0957 |4l mar3k7 1l
-1 RARS2 [l pm2002 I | mar3k7
Coorf162 I AYG27641 B3> cABrr1 mar3k7 il
ceorf162 1| GABRR2 HI
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CASF 22
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rars2 lH
RARS2 EEH
orcaL M
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Figure 18. Génes se trouvant dans l'intervalle 6q15
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Nous avons séquencé prés de la moitié des génes dans cet intervalle soit GABRR2,
UBE2J1, RRAGD, ANKRD6, LYRM2, MDN1, CASP8AP2, BACH2 et MAP3K7. Cette
région contient deux connexines, GJA10 et GJB7 qui ont préalablement été séquencés
(section 3.1.1.1).

GABRR2 est membre d'une famille de canaux chloriques ligand-dépendants qui sont les
récepteurs de neurotransmetteurs inhibiteurs majeurs dans le systéme nerveux central. La
protéine codée par ce géne est un membre de la famille Rho et fait partie des sous-unités
formant le complexe du récepteur GABA. Des tests d'hybridation in situ et
d'immunohistochimie chez le rat ont révélé une distribution des récepteurs dans le GABAc
dans les cellules Purkinje et de Golgi tandis que la microscopie électronique a détecté les
sous-unités p1 et p2 (GABRR?2) dans le soma et les arbres dendritiques des cellules de
Purkinje. Dans le systéme nerveux central adulte (CNS), le neurotransmetteur acide g-
aminobutyrique (GABA) est largement distribué, et joue un role dans la médiation de la
transmission synaptique inhibitrice régulant ainsi l'activité excitatrice des neurones.
L'importance de la neurotransmission inhibitrice dans le cervelet est soulignée par le fait
que quatre des cing types de neurones du cortex cérébelleux son GABAergique: les
cellules de Purkinje, les cellules en étoile, les cellules en panier et les cellules de Golgi ">

(section 1.2.2). Nous avons identifié trois variants répertoriés pour ce géne (Tableau IX).

L'ubiquitine est une petite protéine dont sa fonction principale est de marquer d'autres
protéines en vue qu’ils soient protéolysées. Plusieurs molécules d'ubiquitine sont liées de
facon covalente a la protéine cible par un procédé de polyubiquitination, grace a I'action de
trois enzymes, E1 (enzyme d'activation de ['ubiquitine), E2 (enzyme de conjugaison
d'ubiquitine) et E3-ligases (ligase ubiquitine-protéine). La protéine ainsi modifiée est
ensuite dirigée vers le systéme de dégradation via le protéasome, une structure en forme
de baril dont Il'activité est régulée par I'ubiquitine, et dans laquelle la protéolyse des
protéines se déroule '°. Le géne UBE2J1 (ubiquitin-conjugating enzyme E2, J1) code
pour un membre de la famille des enzymes de conjugaison d'ubiquitine. Cette enzyme est
localisée dans la membrane du réticulum endoplasmique (RE). Nous avons choisi ce géne

puisque le systeme protéasome ubiquitine-dépendant semble étre impliqué dans les
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ataxies a polyglutamines. Nous avons identifié un seul variant répertorié pour ce géne
(Tableau IX).

Le géne RRAGD (Ras-related GTP-binding protein D) est une protéine de la famille des
GTPases monomériques aussi nommée protéine G. En se liant au GTP ou au GDP, les
petites protéines G agissent comme des commutateurs moléculaires dans de nombreux
processus cellulaires et diverses voies de signalisation '*. Il est fortement exprimé au

niveau du cervelet. Aucun variant n’a été identifié pour ce géne.

Le géne ANKRDG6 est un domaine 6 de répétition ankyrine. Il est aussi fortement exprimé
au niveau du cervelet. Nous avons identifié trois variants répertoriés pour ce géne
(Tableau IX). Nous avons aussi séquence le géne LYRM?2 puisqu’il chevauche ANKRDG,
mais est transcrit en sens inverse. Nous avons identifié un seul variant répertorié pour ce

gene (Tableau IX).

Le géne MDN1 code pour une midasin ayant une fonction de chaperonne nucléaire et est
impliqué dans I'assemblage/désassemblage des complexes macromoléculaires dans le

noyau (http://www.genecards.org). Plusieurs variants ont été identifiés pour MDN1, mais

tous étaient répertoriés comme non pathogéne (Tableau IX).

Le géne CASP8AP2 (caspase 8 associated protein 2) code pour un médiateur clé de
I'apoptose et la signalisation des glucocorticoides’’. Il jouerait un réle similaire 8 FLASH,
une protéine de souris apoptotiques identifiées par son interaction avec le domaine
effecteur de mort (DED) de la caspase 8. Cette protéine serait une composante du
complexe inducteur de mort induite (death-inducing signaling) qui comprend des
récepteurs Fas, FADD et la caspase 8, et jouerait un réle régulateur dans I'apoptose.

Nous avons identifié deux variants répertoriés pour ce géne (Tableau IX).

Le géne BACH2 (BTB and CNC homology 2) est membre de la petite famille des MAF
(basic leucine zipper), des protéines qui peuvent fonctionner comme des activateurs ou de
répresseurs de la transcription en fonction des protéines avec lesquelles elles forment des
hétérodiméres. Plusieurs variants ont été identifiés pour ce géne, mais tous étaient

répertoriés comme non pathogéne (Tableau IX).



77

Le géne MAP3K7 (mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7) code pour une
protéine membre de la famille des sérine / thréonine kinases. Cette kinase régule la
transduction du signal induit par TGF-f et les protéines morphogénétiques (BMP), tout en
controélant une variété de fonctions cellulaires, y compris régulation de la transcription et
l'apoptose. Trois variants ont été retrouvés dans ce géne, mais tous étaient connus

comme non pathogénes (Tableau IX).



Tableau IX.

Bilan des variants des génes candidats pour le locus sur le chromosome 6q13-q16.2

X Séquence de Position Type de Chafrg e_ment ‘ L
Géne référence Exon génomique variation Nomenclature (i ;c;;:iée Répertoriée
MDN1 NM_014611.1 exon 12 90543046 silencieuse c.1815A>G/A Arg605Arg rs41402447

exon 18 90525186 intron g.28288948C>G rs6937789
exon 25 90516175 silencieuse €.3423C>T Ala1141Ala rs4053618
exon 28 29 90511805 silencieuse c.4086T>C His1362His rs9359861
exon 30 90509969 intron g.28273421T7>C rs2273245
exon 32 90506856 intron g.28270308A>G rs2180140
exon 33 90504813 faux-sense c.4676G>A Ser1559Asn rs4140446
exon 37 90494420 intron g.28257872G>A rs7767196
exon 40 90489383 intron g.28252835C>T rs756363
exon 41_42 90485689 intron g.28249141G>A rs6454774
exon 51 90475052 silencieuse c.7782T>C Pro2594Pro  rs55729223
exon 51 90474983 silencieuse c.7851A>G Thr2617Thr rs2026634
exon 53 90472485 intron g.28235937A>G rs7743484
exon 61 90462027 intron g.28225479T>A rs9294446
exon 63.1 90459561 silencieuse €.9909G>C Leu3303Leu rs9351212
exon 63.2 90459203 faux-sense ¢.10267C>C/T His3423Tyr rs9294445
exon64 90457013 intron g.28220465C>T rs954638
exon 74 90447164 faux-sense c.12130G>T Ala4044Ser rs9353689
exon76 90443954 intron g.28207406C>T rs6454769
exon77 90442475 intron g.28205927A>G rs9451261
exon 82 90438570 intron g.28202022A>G rs7764076
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Géne Sig%igﬁige Exon ggr?:rlwslicg:;e Type de variation Nomenclature ﬁ:;';z e;nnfizg SNP
exon 88 90427923 silencieuse c.14661C>T Leud887Leu  rs9444701
exon 93 90420570 intron g.28184022G>A rs59855758

MAP3K7 NM_003188.2 exon 1a 91353141 intron g.29116593C>G rs282070
exon 9 91316837 intron g.29080289T>C rs205343
exon 11 91313649 intron g.29077101A>T rs2273567

GABRR2 NM_002043.2 exon 3 90038132 silencieuse c.324A>G Val83Val rs282117
exon 6 90031964 intron g.27795416G>C rs2273507
exon 7 90030782 intron g.27794234T>C rs723041
exon 8 90024217 faux-sense c.1364C>T Thr455Met rs282129

CASP8AP2 | NM_012115.2 exon 4 90621963 silencieuse c.279A>G rs369328
exon 7 90634323 silencieuse c.4593C>T Ala1531Ala  rs60966143

BACH2 NM_021813.1 5'UTR 91038378 g.28801830C>T rs45553631
5'UTR 91038374 g.28801826C>T rs9111
5'UTR 90973066 g.28736518T>C rs3734660
5'UTR 90855351 g.28618803A>G rs2273403

ANKRD6 NM_014942.3 exon 3 90372508 faux-sense c.382G>A Val128lle rs3748085
exon 6 90383192 intron 0.28146644C>T rs11965767

exon 14.1 90396997 silencieuse c.1722G>A Ser574Ser rs3210511
LYRM2 NM_020466.4 exon 2 90404232 faux-sense c.136A>G Lys46Glu rs34012596
UBE2J1 NM_016021.2 3'UTR 90096063 g.27859515T>T/G rs17798549
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Chapitre 4 - Discussion et perspectives d’avenir

4.1 Identification d’un nouveau locus pour une ataxie

spinocérébelleuse SCA34 sur le chromosome 6q13-q16.1

Mon travail de maitrise nous a permis d’identifier un nouveau locus SCA34 pour
une forme d’ataxie spinocérébelleuse associée a de [I'érythrokératodermie sur le
chromosome 6q13-q16.1. A cette fin, nous avons complété un criblage complet du
génome avec des marqueurs microsatellites STR. Cette analyse nous a d’abord permis
d’exclure le locus des EKV précédemment établi sur le chromosome 1p34-p35 “® et nous a
permis d’identifier une liaison sur le chromosome 6 avec un LOD score de plus de 3
(Figure 17). Nous avons ensuite effectué une cartographie fine de la région
chromosomique en ajoutant davantage de marqueurs microsatellites afin de repérer
I’haplotype qui est partagé entre tous les individus atteints. En effectuant une analyse de
liaison avec I'hypothése du mode de transmission autosomique dominant avec une
pénétrance de 90% et en identifiant les recombinants clés de I'haplotype commun, il nous
a été possible trouver une liaison au locus 6p12.3-q16.1 pour une région candidate de
46.8 Mb, contenant plus de 200 génes. Etant donné la grande taille de cet intervalle
candidat, qui rend difficile I'identification du géne causal, nous avons di mettre en place

des stratégies afin d’optimiser nos chances d’identifier le géne responsable de SCA34.

En collaboration avec le laboratoire du Dr Brusco, nous avons identifié une grande famille
italienne avec ataxie cérébelleuse pure qui est également liée au locus SCA34 avec un
LOD score de 3,4. L'analyse des haplotypes de ces deux familles nous a permis de définir
une région candidate de 21,7 Mb. Il nous a été possible de potentiellement réduire cette
région candidate en validant ce locus SCA34 dans deux autres familles européennes avec
ataxie cérébelleuse a transmission autosomique dominante. Il s’agit d’une famille
francaise et napolitaine. Bien que prises indépendamment, ces familles comportaient une
lisison au chromosome 6 avec un LOD score inférieur a 3, la ségrégation parfaite de
I'naplotype de la maladie, ainsi que les résultats de I'analyse de liaison en multipoint

combiné (Z = 9,0) suggerent que ces familles européennes sont également liées au locus
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SCA34. Ces nouvelles observations confirment donc I'existence d'un géne SCA34 et aide

a réduire la région candidate.

4.2 Le syndrome Giroux-Barbeau: un syndrome neurocutané

unique

Au cours de ce projet, nous avons réexamine le phénotype clinique de la grande
famille décrite par les Drs Giroux et Barbeau. Les lésions cutanés sont compatibles avec
I’érythrokératodermie, soit I'érythéme et de I'’hyperkératose. Il existe une variabilité dans la
sévérité des symptdémes parmi les membres atteints de la famille, et ceux-ci varient selon
les saisons. De maniére générale, les Iésions cutanées sont généralement bénignes et
peuvent s’atténuer avec [l'utilisation d’'une créme hydratante. Les Iésions les plus
importantes se retrouvent sur le dessus des mains et des pieds, les coudes et les
chevilles, les genoux et I'extérieur des oreilles. Contrairement a d’autres kératodermies
(section 1.7.2), aucune déficience auditive n'a été détectée dans la famille. Au niveau
neurologique, le syndrome clinique est compatible avec une ataxie cérébelleuse
autosomique dominante pure (ADCA de type lII)'. Les manifestations surviennent dans la
plupart des cas vers la fin de la quarantaine, a I'exception de quatre individus atteints ou
I'ataxie débute vers I'age de 30 ans. Il ne semble donc pas y avoir d’anticipation dans la
famille, un phénoméne qui se retrouve dans les ataxies avec expansions de
polyglutamines. Comparativement autres formes d’ataxies spinocérébelleuses, la
progression des troubles de la marche est trés lente, avec seulement trois personnes
gravement touchées nécessitant une aide a la marche. La co-ségrégation des phénotypes
cutané et neurologique est presque parfaite. Sauf pour un patient, tous les individus de la
famille ayant des Iésions cutanées durant I'enfance finissent par développer une ataxie.
Puisque l'ataxie vient assez tardivement au cours de la vie, cela explique pourquoi
certains patients qui ont eu des Iésions durant 'enfance ne manifestent pas encore 'ataxie
de maniere significative. Par contre, le FDG TEP scan montre un hypométabolisme du
cervelet chez ces individus méme si 'IRM est normale. Il pourrait donc s’agir d’'un des

premiers signes de manifestation de la maladie qui a déja été démontré dans d’autres
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variantes d’ataxie spinocérébelleuse telle SCA2'*®. La pénétrance des ataxies
spinocérébelleuses familiales est généralement élevée, ce qui signifie que les patients qui
portent I'haplotype lié avec la maladie devraient éventuellement exprimer le phénotype.
Dans la famille canadienne-frangaise, un seul patient (V-23; 46 ans) porteur de I'haplotype
maladie ne présente pas de trouble neurologique, ni des lésions cutanées, ce qui suggére

une pénétrance incompléte du géne (Figure 12).

A notre connaissance, cette combinaison de lésions cutanées avec une ataxie
spinocérébelleuse est unique a cette famille canadienne-frangaise. Il s’agit de la premiére
association d'un trouble cutané a un trouble neurodégénératif. Par contre, les
kératodermies de différents types sont fréquemment associées a des troubles
neurologiques développementaux, notamment une neuropathie périphérique, la surdité et

un retard mental 8 9396 100, 101

. Le caractére unique de cette famille reflete un aspect
original, mais il n’en demeure pas moins qu'il pose probléme lorsque vient le temps de
recruter des familles additionnelles dans le but de réduire la région candidate. Cependant,
la littérature montre des exemples ou des mutations différentes dans un géne peuvent
causer un trouble cutané dans un cas et un trouble neurologique dans I'autre y compris de
la surdité et une neuropathie périphérique (section 1.7). Ces observations nous permettent

de croire qu’il existe un géne qui peut causer les deux phénotypes distincts.

Nous avons donc profité de ces cas précis pour considérer I'ajout de familles atteintes
uniquement d’ataxie cérébelleuse a notre étude. L’analyse des haplotypes et des
recombinants clés de la famille canadienne-francgaise et les familles européennes liées au
locus SCA34 nous a permis de réduire le grand intervalle candidat en un intervalle plus
restreint (21.8Mb) au locus 6q13-g16.2 qui contient néanmoins 101 génes. Plusieurs de
ces meilleurs génes candidats ont été séquencés a partir de 'ADN génomique, mais
aucune mutation n’a été identifiée. Cette région demeure encore grande et il est clair que
le recrutement d’autres familles présentant un phénotype similaire pourrait fermement
nous aider en raffinant lintervalle candidat et ainsi permettre d’identifier le géne

responsable de ce désordre.
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Au départ, parmi les familles du consortium EUROSCA, quatre familles semblaient liées
au locus SCA34 (FRE-394; NAP-01; NIJ-201; et FRE-528). Suite a une réévaluation par
les neurologues du groupe européen, un ou plusieurs individus des familles NIJ201 et
FRE528 avaient regu un mauvais diagnostic, ce qui altérait la ségrégation parfaite de
I'haplotype dans ces familles, les excluant par le fait méme du locus sur le chromosome 6
(résultats non présentés). Ces deux familles seraient donc faussement liées au locus de
SCA34, ce qui nous confirme I'importance d’étre davantage vigilant lors de I'analyse des
recombinants des haplotypes entres les différentes familles a I'étude. Considérant cet
aspect limitant, nous avons suggéré que le géne SCA34, basée sur recombinants clés
observées dans les grandes canadienne-francaise et BRE-01 familles, se situe entre les
marqueurs D6S1557 et D6S417 (21,7 Mb).

Malgré un examen exhaustif, les individus atteints des autres familles européennes avec
SCA ne montre pas de lésion cutanée. Il est donc intrigant que la famille canadienne-
frangaise demeure l'unique famille avec combinaison d’EK et ataxie spinocérébelleuse.
Tel que discuté au chapitre 2 de ce mémoire (Chapitre 2, p. 54-55), il existe trois
explications possibles pour cette observation: 1) les phénotypes de SCA et 'EK peuvent
étre causés par une seule mutation, mais dans un géne avec expression variable, comme
pour les mutations dans les connexines associées a une atteinte neurologique ou cutanée
variable; 2) une combinaison de mutations impliquant deux génes indépendants, mais
contigus sur la méme région chromosomique ; et 3) une mutation étendue (e.g. délétion)
qui comprend plusieurs genes. Cette derniére éventualité nous apparait moins probable,
car nous n‘avons pas identifié de délétion ni de duplication chromosomique malgré un
criblage complet du génome avec deux méthodologies différentes (voir chapitre 2, p.50).
Quant au scénario no 2, on doit mentionner qu’il existe d’autres exemples dans la
littérature ou une étude de liaison a montré I'apparence d’'un méme locus pour des familles
différentes, alors que deux génes contigus étaient responsables de deux variantes
cliniques de SCA (e.g. SCA31 et SCA4)**. Etant donné que la famille CF est liée & une
grande région de 46.8 Mb, nous ne pouvons exclure que cette région comprenne des loci

distincts, mais contigus pour EK. Par contre, le partage des haplotypes et le fort LOD
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score de l'analyse combinée va en faveur d’'un seul et méme locus. Il faudra cependant
identifier la ou les mutations responsables avant de conclure la présence d’'un variant

allélique.

4.3 Vers l'identification du géne responsable de SCA34

Etant donné la quantité de génes dans notre intervalle candidat, nous devions
prioriser certains d’entre eux selon les mécanismes moléculaires connus pour les formes
d’EKV et de SCA. Tout d’abord, nous avons mis I'accent sur les génes codants pour les
connexines, les génes reliés au transport par les vésicules et au dynamisme d’actine (e.g.
MEDNIK et SCA 5), les génes ayant une homologie de séquence et/ou fonction similaire a
des génes responsables d’autres formes d’ataxie et d’EK et finalement les génes exprimés
au niveau de la peau et du cervelet (Table VII). Pour le moment, aucune mutation n'a été

identifiée dans ces génes candidats.

Prés du quart des ataxies a transmission autosomique dominante résultent d’une
expansion dans les séquences répétées de CAG/CTG dans une région codante (e.g. SCA
1, 2, 3, 6, 7, 17) ou non-codante (e.g. SCA 8, 12); provoquant ainsi une
polyglutaminopathie " ' 2! % 26.36. 52 Noys avons voulu tester la présence de cette
expansion dans notre intervalle de la famille canadienne-frangaise par immunobuvardage
(Southern blot). Le Southern blot est une technique qui permet de visualiser et de
cartographier un fragment du génome (ADN) dont on posséde une sonde d’intérét, dans
ce cas-Ci une séquence répétée de trinucléotides CAG. Nous avions identifié toutes les
séquences répétées de trinucléotides qui dépendamment du cadre de lecture, pouvaient
donner des CAG. Aucune expansion n’a été détectée dans la famille canadienne-francgaise

(résultats non montrés).

Puisque les formes SCA15 et SCA20 sont causées par une délétion/duplication, nous

voulions tester la variabilité du nombre de copies d’'un géne (CNV pour Copy Number
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Variation). Plus précisément, les CNV regroupent les délétions, insertions, duplications et
réarrangements complexes. Elles peuvent étre la cause d’un simple polymorphisme ou a
'origine de caractéres mendéliens ou sporadiques, ou encore étre associées a des

*9 Nous avons testé la présence de CNV par deux méthodes

maladies complexes
différentes soit avec une puce d'hybridation génomique comparative aussi nommée Array
comparative genomic hybridization (CGH array) permettant d'analyser les variations du
nombre de copies dans I'ADN; et par un génotypage du génome entier et I'analyse CNV

en utilisant le service de BeadChip 610-quad (lllumina ®). Aucun CNV n’a été identifié.

Suite au séquencage d'une douzaine de génes candidats, a [I'exclusion dune
polyglutaminopathie et de délétion/duplication par détection de Copie Number Variation
(CNV), nous pouvons conclure que ce nouveau locus unique ne semble pas étre causé
par des mécanismes déja connus pour les autres formes de syndromes neurologiques et
cutanés similaires. Nous nous sommes donc attardés sur d’autres outils de priorisation.
L’utilisation des interactomes de certaines maladies ainsi que les programmes de
priorisation telle PROSPECTR et SUSPECTS feront sans doute partie essentielle de la

démarche par approche de génes candidats dans le futur.

4.3.1 Outils de priorisation

L’avancement des connaissances sur les maladies héréditaires et la découverte de
nouveaux génes entrainent une accumulation d’informations. Il peut parfois étre laborieux
de passer en revue I'ensemble de la littérature concernant une maladie ou un groupe de
génes. Il existe maintenant des outils informatiques qui permettent de rassembler le
contenu de plusieurs bases de données et d’en dégager les éléments pertinents afin de
faciliter la priorisation de génes candidats. Par exemple, il existe un systéme pour
automatiser I'approche de génes candidats qui rassemble les données d’expression et les
données phénotypiques de neuf bases de données différentes™’. Ce programme ce
nomme SUSPECTS. Il s’agit d’'un systeme d'appariement a partir des termes de Gene

Ontology, des domaines d'Interpro et des données d'expression génique construites a



86

partir du systéme de priorisation PROSPECTR (Priorization by Sequence & Phylogenetic
Extent of Candidate Regions). PROSPECTR utilise des fonctionnalités pour classer les
séquences des genes dans l'ordre de leur probabilité d'étre impliqué dans la maladie. Le
programme SUSPECTS permet d’affiner la recherche en spécifiant la région candidate
soit en utilisant des marqueurs ou des coordonnées chromosomiques afin de classer les
génes impliqués dans des maladies ou traits complexes spécifiques. En résumé,
SUSPECTS analyse la région et formule une liste de génes en leur assignant un score par
ordre de probabilité de participation dans la maladie

(http://www.genetics.med.ed.ac.uk/suspects/).

Nous avons utilisé ce programme afin de faire une liste de génes candidats pour la suite
du projet pour le locus sur le chromosome 6q13-g16.2. Puisque SUSPECTS se limite a
inclure une seule maladie a la fois, nous avons fait différentes listes avec différents mots
clés afin de cibler le plus convenablement les bons génes selon la combinaison du
phénotype cutané et neurologique. Le tableau suivant expose les 15 meilleurs génes

candidats pour les différentes maladies selon cet outil de priorisation.
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Tableau X. Liste des 15 meilleurs génes candidats prédits par le programme SUSPECTS

pour les différents phénotypes.

Rang

Maladie

1

10

11

12

13

14

15

Géne Score Géne Score Géne Score
Ataxia Spinocerebellar ataxia Erythrokeratodermia
MYO6 19.90 RIMS1 23.44 GJB7 72.13
RIMS1 19.15 PHIP 19.15 NP_115991 68.45
KCNQ5 18.00 ELOVL4 17.12 MYO6 55.21
GABRR2 16.73 GABRR2 16.44 COL9A1 16.25
COL9A1 16.25 KCNQ5 16.43 COL12A1 16.25
COL12A1 16.25 COL9A1 16.25 MDN1 15.04
MDN1 16.07 COL12A1 16.25 CD109 15.02
NT5E 15.70 NTS5E 15.84 SLC35A1 14.40
GABRR1 15.69 IMPG1 15.80 NTSE 14.31
PHIP 15.11 NP_065199 15.66 PRSS35 14.31
CD109 15.02 MAP3K7 15.53 PHIP 14.15
IBTK 14.96 MDN1 15.45 TMEM30A 14.11
MTO1 14.89 GABRR1 15.40 RIMS1 14.09
B3GAT2 14.71 RNGTT 15.24 IBTK 14.00
SNAP91 14.41 MYOG6 15.21 GABRR2 13.98
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Les génes en gras ont déja été séquencés. Cela signifie donc que pres de la moitié (n = 6)
des génes que nous avons précédemment choisis comme étant les meilleurs candidats
sont aussi prédits selon le programme SUSPECTS. De facon intéressante, certains génes

figurent dans les deux maladies et seront séquencés en priorité.

4.3.2 L’ataxie-ome

En 2008 le premier réseau d'interaction protéine-protéine pour les ataxies
héréditaires humaines et des troubles de dégénérescence des cellules de Purkinje a été
publié. Afin de mieux comprendre la fonction des protéines impliquées dans la
dégénérescence des cellules de Purkinje le groupe de Lim et al., a développé un réseau
d'interaction protéines-protéines en utilisant 54 protéines dont 23 d’entres elles étant
impliquées dans des ataxies héréditaires, en utilisant un scan «yeast two-hybrid», En
combinant les bases de données publiques et les réseaux d'interaction protéine-protéine
déja , il leur a été possible d’identifier 770 interactions protéine-protéine dont 83% des

42 Nous avons

interactions ont été vérifiées dans les cellules de mammiféres™"
investigué ce réseau afin de savoir s’il y avait des génes dans la région candidate du locus

SCA34 qui faisaient partie des 770 interactions (Tableau Xl).

Tableau XI. Listes de génes présents dans 'ataxie-ome localisés au locus 6q13-q16.2

Géne Localisation

C6orf57 chr6:71333346-71355327
EEF1A1 chr6:74282194-74287476
MYO6 chr6:76515629-76685974
FAM46A chr6:82512166-82519147
ME1 chr6:83976829-84197498
CGA chr6:87851941-87861543
C6orf165 chr6:88174440-88230902
CASP8AP2 chr6:90596379-90640876
MAP3K7 chr6:91282074-91353628
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Parmi les génes connus pour les différentes forment d’ataxies héréditaires, peu
semblaient avoir un lien entre eux. Les résultats de cette étude ont permis de découvrir
I'existence d’'un certain patron d’interaction entres les différentes protéines causant des
maladies neurodégénératives avec des phénotypes similaires. Cette étude pourrait
potentiellement permettre I'identification de nouveaux génes candidats pour les formes

d’ataxie héréditaire inexpliquées.

Il faut tout de méme garder une certaine critique face a ce nouvel essor d’outils de
prédictions statistique et d’études fonctionnelles qui générent une multitude de données.
En ce qui a trait aux outils de prédiction, leur pertinence est bonne dans un projet ou la
région candidate est grande résultant d’'un grand nombre de génes candidats. Il permet de
prioriser le séquengage. Par contre, puisqu’ils traitent d’'une seule maladie a la fois, des
syndromes avec plusieurs manifestations tant cutanées que neurologiques tels MEDNIK,
CEDNIK et SCA34 sont désavantagés.

De plus, puisque l'interactome a été produit en «yeast two-hybridy, il ne faut pas éliminer
la possibilit¢ de faux positifs. Par exemple, lorsque deux protéines interagissent
véritablement in vitro ou dans le noyau de la levure, mais ne se trouvent jamais dans le
méme compartiment cellulaire ou le méme type de cellule, ils ne pourront donc jamais

interagir in vivo .

Ces techniques ne remplaceront jamais la précision d’une étude de liaison suivie d’'une
cartographie fine de la région candidate, mais elles sont tout de méme complémentaires a

cette approche.

4.3.3 Prioriser la région du chromosome 6q15

Méme suite a la réduction de la région candidate par les familles européennes, le
locus contient toujours plus de 100 génes. Avant d’amorcer le séquengage de génes
candidats en lien avec les deux sections précédentes, nous croyons que le cas du gargon

atteint d’EK et de retard mental associé a un réarrangement du chromosome 6g15
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demeure un indice trés valable. L’étude du caryotype de cet individu atteint a démontré
une insertion de matériel chromosomique maternel d'origine inconnue sur le chromosome
6q15. Il nous apparait donc prioritaire de déterminer les points de rupture chromosomique
afin de connaitre le ou les genes atteints par cette insertion. En 2009, Machida et al., ont
publié¢ une analyse des points de rupture chromosomique d'une translocation
t(9;17)(g32;912) chez un individus japonais atteint de fente labiale et / ou palatine (Cleft
Lip and/or Palate)'*. Par hybridation fluorescente in situ (Fluorescent in situ
hybridization ou FISH), ils ont pu identifier les points de rupture chromosomique. Par la
suite, ils ont effectué une série d'amplifications PCR longue distance pour détecter la
séquence recombinante causée par la translocation. Les amorces ont été congues sur la
base des résultats de FISH, avec des amorces de part et d’autre de la translocation. lls
ont ainsi pu identifier 'emplacement exact des points de rupture chromosomique et ainsi
identifié le géne causal*. Nous avons récemment contacté le clinicien qui suivait le petit
garcon avec l'insertion au chromosome 6q15 afin d’obtenir un échantillon d’ADN. Cette
meéthode nous permettrait de déterminer avec exactitude les génes perturbés par ce
réarrangement. Nous pourrions par la suite séquencer ce géne dans nos familles et
potentiellement découvrir le géne responsable de SCA34. De facon intéressante, une
translocation entre les chromosomes 5 et 13 a récemment été identifié chez une fille et sa
meére perturbant le géne codant pour le facteur de croissance des fibroblastes 14 b
isoforme (FGF14-1b), géne responsable de la forme SCA27". Cet exemple montre que
les réarrangements chromosomiques peuvent aider a [lidentification de génes

responsables de maladies.

4.4 Conclusion

Ce projet de maitrise nous a permis de caractériser le phénotype clinique et de
localiser le géne pour une maladie neurocutané unique, non développementale. Ainsi, les
syndromes CEDNIK et MEDNIK sont deux exemples de maladie neurocutané dont les

phénotypes se produisent simultanément®® !

, mais qui sont associées a une anomalie du
développement neurologique. En comparaison, la famille Giroux-Barbeau présente des

Iésions d’'EK qui débutent a I'enfance, mais des manifestations neurologiques a I'dge
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adulte associées a une dégénérescence du cervelet. Cette combinaison inhabituelle de
symptdmes serait le premier exemple d’EK associé a une dégénérescence du systéme
nerveux. Si l'ataxie SCA34 et 'EK retrouvées dans la famille Giroux-Barbeau sont
causées par une mutation du méme géne, cette découverte pourrait offrir des indices
supplémentaires vers l'identification de nouveaux mécanismes génétiques et moléculaires
qui sous-tendent la dégénérescence cérébelleuse. Les ataxies héréditaires consistent en
un groupe hétérogéne de maladies neurologiques dont la caractéristique commune est
I'atteinte progressive et dégénérative du cervelet. Pour plusieurs variantes d'ataxie, les
génes en cause demeurent indéterminés. A ce jour, il n'existe malheureusement pas de
traitement spécifique pour cette condition invalidante. Nous croyons que l'identification de
nouveaux genes et mécanismes moléculaires qui causent les ataxies héréditaires
permettra non seulement une meilleure compréhension de la maladie, mais également le

potentiel de développer des traitements mieux ciblés.
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I

ANNEXE 1: Amorces utilisées pour amplifier les exons des

génes candidats

Fragment Amorce Foward Amorces Reverse Taille (pb)
RIMS1exon1.2 gaaagactgggttctcgctct actcagccgcgaggacta 435
RIMS1exon2 gccccaaggttaatgttgaa ttccagctcatacacattcca 528
RIMS1exon3 ttgctttagttcaaagagctatge gttctcatgtttggaaggcg 404
RIMS1exon4 gcaggacccataatgtttgc tcagagtcaagcagataaatgagc 503
RIMS1exon5.1 tgtgggaggaccattttcac ctttgctcctgtctggtggt 405
RISM1exon5.2 gaaagcacgactccaagagc gagatagacaacgcccctca 346
RIMS1exon6.1 tcccattagatcccttaccttg tgcggtacctggtctgataa 436
RIMS1exon6.2,1 aacgggagcgcaaagaaa gcagttctctcagccgagtaag 382
RIMS1exon6.2,2 gcctgaggagcagcagat cagcatggtctccaccttct 382
RIMS1exon6.3 caagcagctaacgaaccaca cactggcggtaacgctatct 493
RIMS1exon7 taaggctaggaggggcagat tcaatatttgcccttaccaaatg 477
RIMS1exon8 actttcatgcgggaactaaca ccagaaactccgatgaatgc 344
RIMS1exon9 catgcaatttcaagtgtatcataaaa taaaactaaccccaaattgaaaacc 292
RIMS1exon10 ggcaatcaatttgcttttga gtgtggagcttctaaaatgtagtga 475
RIMS1exon11 acatcacgtataatgggctatgatt gccaacatctagtaccaatgga 265
RIMS1exon12 cctgtgcaataccatgcact cttcaaggaaaggcgaacat 448
RIMS1exon13 gcctgccagttgtaggttatgttta atttccaacacttgagggacttctt 504
RIMS1exon14 gcgacacatcatttagaatgtacc aaaagcgctgtctccaattc 547
RIMS1exon15 ccaaccaagagtgcaagaaga tgcagctctgcaattactctg 531
RIMS1exon16 atgtctttggtgtaatgaggaaaaa ttagtatcctaaagaggtccggaag 371
RIMS1exon17 ttcatagatcaatggctgcttt tcagttagttttgcagcaatttaca 338
RIMS1exon18 gccacaggcaaaaactcatag tctaatgtgctatgccacaatatct 393
RIMS1exon19 caatggcaaatcagcaacag ccactaagggagagacggaag 369
RIMS1exon20-21 aggcctcctactttctgaatatc aggcagaattgagctccaca 514
RIMS1exon21 tgtcagaattctagttgctttgtca acagatgccacaccaaaaca 336
RIMS1exon22 ccttatgaactgaatcccagtga cctgtaaggctgtcatgaaaca 318
RIMS1exon23 ttccaaacatcttcccgaat aatggatcctgacttcactgg 551
RIMS1exon24 tcgtgtcttctattgggcaac agaaccgccttgaaattatcc 495
RIMS1exon25 attgcgtgatgggttctctt tggtgtcaaaatgagtgaaagc 419
RIMS1exon26 ccagtgagggggtttatgtc ctcagcaaaaactgagtgcat 415
RIMS1exon27 tttacgttccccattctgtgt cggcccaaatgataacttct 442
RIMS1exon28 cctttatttggtgtgggctaa tgccacaaagactgttctge 604
RIMS1exon29 tgcaggtggtggtgtgatac ttccatcacaagccatagca 490
RIMS1exon30 tggcatagcatccagtggta tgaatgaccaggtgtagaggtg 533
RIMS1exon31 agcctcatatgcttggctca aaatgccacccatgtcctac 546
RIMS1exon32 aaatctgtagtctgttacgggctct cagatgatgcaaaacagagcat 299
RIMS1exon33 cctgcattgtaacccaagtaagt tgtttgaccatctcttcgatgt 470
RIMS1exon34.1 tagttgctttgagcccttcg catcagtgactctcaccagca 525
RIMS1exon34.2 cgaaagcattgttggagaca tttggggagatgctacagaga 550
RIMS1exon34.3 ttcaccacatctgttatttccacta aaatccattcctagtcaccattttt 513




II

Fragment
RIMS1exon34.4.1
RIMS1exon34.4.2
RIMS1exon34.5
RIMS1exon34.6
SNAP91exon01
SNAP91exon1
SNAP91exon2
SNAP91exon3b
SNAP91exon4
SNAP91exon4b
SNAP91exon5
SNAP91exon5b
SNAP91exon6
SNAP91exon7
SNAP91exon8
SNAP91exon9
SNAP91exon10
SNAP91exon11
SNAP91exon12
SNAP91exon13
SNAP91exon14-15
SNAP91exon16
SNAP91exon17
SNAP91exon18-19
SNAP91exon20
SNAP91exon21
SNAP91exon22
SNAP91exon23
SNAP91exon24
SNAP91exon25
SNAP91exon26
SNAP91exon27
SNAP91exon28
SNAP91exon29.1
SNAP91exon29.2.1
SNAP91exon29.2.2
SNAP91exon29.3
CASP8AP2_5'UTR
CASP8AP2_exon1
CASP8AP2_exon2
CASP8AP2_exon3
CASP8AP2_exon4
CASP8AP2_exon5
CASP8AP2_exon6.1

Amorce Foward
tgcaactaatgctggggact
tgcaagcacaaagcttgatt
agcagcatgacttggaactg
cagggcacagattgaccac
gggcggtgtgtgtgagtag

gtaactgagacaagcggaggag
ctactcacggccaagactcc
cgcttgttcaatgtatctgttg
ttcccctcagagaaattcage
gctgaattagtcaccaaagacct
caagcacatcaagcaaatgg
ctgaggatgtggaccttgtg
gtgtgggggaacagcttaga
ccatcttttgatattggtaggg
caggttccctttgtttaggtg
gagcattccctatccagaagc
tatatcggggtccatccaca
tgcttgaccaagtgaaatcc
gctgggcatgtcatggttat
tagagaccaactggccctca
ggcttggacattggtatggt
gggagccttcttcacaatttaac
caaggagcctcacacctagc
ggactgggaagtgatgctgt
atcccaagatgccatttgtc
gagaataaaccggtcagagca
gatttgcttgccatagtttctc
tcgacatgttcttcttggtgtt
gcagcatcaaacctgctatg
aatctaaggagccacacacca
cagcatagcatgacccatct
tggtcctaaaattggctggt
tctgcaggtttgttttctitga
tgctataccgaatgtcctgct
ctatttggaaagacgtctgtgtttt
ccaatcacaggaacttcaactg
gcactgaaaagtaaagggtctg
accctgatagcgctctggta
tgtccaaattcgaaaattgct
ttttcctggtcectttagtgtagg
gaaacaccatctcaccatctctact
gacctcatctgccttcttagtga
tcatagtctcagcttccccac
actcatgtgaatgaagtttggaata

Amorces Reverse
gggagaacatatcaatgcacct
gcaacatacaagctggccta
gccactaagacagaacggaatc
gctcccattttgcaccata
ctgacagcgaagcccagt
tcccagctactcacacacacc
gaggccacagcattatggac
cctattcgaccecttttgctg
gggtctagcacacccactgt
tgcattcccatatctgtgcet
ttgtaaactgggccttcaaga
tgctcctcccctattgagaa
tcccgaggaaatctttggat
tctgcccatategttctge
actccgaggcacttccaac
caagactatgcccatttgtgg
ggaagagtaggggttctgagg
ttccggaaatggatagagagg
tccatatcagccaatttcaga
tccctccaagtttctaatacca
tgatgcattgcaatctctgc
ggcctcttctaactacgggg
ccaagaacacacatgccttt
tgatgatggtcccaagagtg
gccaacagatcaggatcacc
aatacttgtcccctccctcaa
gcaaatagatggtgtgcaggt
ccctgccatactcacccata
ctgcaacctgccttacagtg
gtcggcagcaaagttagca
tggtcctaaaattggctggt
tctgaagcaacaggtatgagga
tgagtacctctgaaatagctaagca
tcacactacgcttgtaacagagat
tcgttcttgataaggtagcttcaaa
tataccttggggtgccttca
aactctattggcatgaacagca
ctctcgaaggaccacagagg
tgagctcccaagtctgaagtc
tctttaggagctatgatataccagg
aacaggtctgaagacaaaaactga
tcaagagtcctccctcctcag
ttaggcagacatggtgttgtg
gagaacgtgaccaaacacca

Taille (pb)
509
349
563
292
538
493
450
491
475
657
550
299
274
433
392
489
331
288
474
469
621
274
602
531
496
401
668
452
774
282
732
415
373
747
325
349
752
334
317
239
509
421
566
341




III

Fragment
CASP8AP2_exon6.2
CASP8AP2_exon6.3
CASP8AP2_exon6.4
CASP8AP2_exon6.5
CASP8AP2_exon6.6
CASP8AP2_exon6.7
CASP8AP2_exon7.1
CASP8AP2_exon7.2
CASP8AP2_exon7.3
CASP8AP2_exon7.4
CASP8AP2_exon7.5
CASP8AP2_exon7.6
CASP8AP2_exon7.7
CASP8AP2_exon7.8
CASP8AP2_exon7.9
CASP8AP2_exon8
CASP8AP2_exon9
CASP8AP2_3'UTR
UBE2J1_exon1
UBE2J1_exon2
UBE2J1_exon3
UBE2J1_exon4
UBE2J1_exon5
UBE2J1_exon6
UBE2J1_exon7
UBE2J1_exon8
MAP3K7_exon1a
MAP3K7_exon1
MAP3K7_exon2
MAP3K7_exon3
MAP3K7_exon4
MAP3K7_exon5
MAP3K7_exon6
MAP3K7_exon7
MAP3K7_exon8
MAP3K7_exon9
MAP3K7_exon10
MAP3K7_exon11
MAP3K7_exon12
MAP3K7_exon13
MAP3K7_exon14
MAP3K7_exon15
MAP3K7_exon16
MAP3K7_exon17

Amorce Foward
tggaaaaggaaggaaaacca
tgaaccaaagactgaaagcaaa
gagcatcacttcctcattcca
gcaatgaaagctgagagtgg
agtgactgaacccaggatcg
agcagctcctgtggtaatgg
acaaacagtgaattgcctcagtatt
tgatgtgcggaagtcaaaga
ttgagtcagcaattttgagtttt
ggacaactccaacagagaattg
agtgatgcacaaatgggtga
ccctgcgtttcttccatact
taaacagagtatgatgcctgatgaa
gggaaacaaaagtgcctgaa
ccacagaatctcccagttca
ggtttaaatttccctggttgg
ccaattggaagatgagaaagc
gctagtcatcattctgatttgctta
gactacccgaggaggctgac
gccatatgctcatttgcact
gcatttaatttttcttgcttggtaa
tgtgtcccatgagaggttaca
gcagccttcgtggagtagtaa
gaattttccagtgttcctttctttt
tccaacagagaggatttagcag
tcatatgttgtcctctgagattgtg
gtatcatccggttgctgagg
ctcctgtttccgatttcage
tgttcagtggcaaatccaga
tgattgcaatgcctgttacat
agtaggggccaaaagaatga
aagcaggactgatggagcat
agcagccttccaaagagagc
tccctgatacccattctcaaa
aacgtccgtgaagtaaagagtaaaa
agggaaaataaaacattaatcagga
tetgttcctgectggetagt
cagaatcccatttgccatct
aatctcgcecttttctgagca
agctgtttctcttcctttctttaca
gggatctctaagtctcttcttgcc
tcatgctttcttgctgttcg
tgagattttctagggcatggtt
aagatgcaaaatgataaaccaag

Amorces Reverse
tttctttcttetttgtcttgtgatt
tcttcecatectcttctetcttc
ctgggaaacaggttgctttt
aaatgggctcttcacaatgc

aggctccagatgacacgact
aaccctccatgtgcacttct
ttttcttatcattcgtaacatgtgce
cgatcaactatgccattcttttt
ttggtcttgataattttcctcaga
gcagctgcttctctggagtc
tcaggagttgaactggacga
gttttccaattcctccacagattta
gatctacgtatgtgtttggaagatg
tatgcaaagtcccaggcaac
cctcagcgtcccaaagtatt
cttggctgtgctgggattat
tgttgctttcattttggtaagttct
ttcaaaattgcaccctacgtc
gcgaaaccaggagctgag
cacatctgtaatgactcaaagcaa
tggaccccaaaagcaaaa
aagcaactgggtttattctgga
ctgaattcctaaaagagcaaaactg
attgtaatagaactgcatcgctttc
cgggactgatgagttagaatcc

aaaaggaatgaagggtaaatacaaaa

gggaggcaccttcagagc
gggaggcaccttcagagc
aaccgaattgctgatgttca
tgaactattgggatcactgctg
ctgacggcaaattgtgaaga
gccaaatagagaaaagagaaactcc
tatgcagaaataaaaccatggaaat
agggaaggggacaggagtag
ttccctctcgaaatgtttect
ttaaaatgcaaatggggaca
gctcttttgcatgtttcagga
aacctttgacaactgaaactacca
ttggagcaagaagcattttaca
acagttaattcttgttttctgccta
cagtataatgcctgcctttgtaaac
caggtagcaacacaattgtcaac
gggtgcttaaagcttaaacaagt
ttggcattcagaacacgc

Taille (pb)
508
366
569
409
496
683
610
471
458
485
494
513
389
531
515
309
400
551
453
285
354
653
422
340
345
496
609
446
396
393
273
393
454
298
503
264
369
304
337
323
309
210
403
412




IV

Fragment
ANKRD6_5'UTR_
ANKRD6_exon1
ANKRD6_exon2n
ANKRDG6_exon2b
ANKRD6_exon3
ANKRD6_exon4
ANKRD6_exon5
ANKRD6_exon6
ANKRD6_exon7
ANKRD6_exon8
ANKRD6_exon9
ANKRD6_exon10n
ANKRD6_exon11
ANKRD6_exon12
ANKRD6_exon13
ANKRD6_exon14.1
ANKRD6_exon14.2
MDN1_exon1
MDN1_exon2
MDN1_exon3
MDN1_exon4
MDN1_exon5
MDN1_exon6
MDN1_exon7
MDN1_exon8
MDN1_exon9
MDN1_exon10
MDN1_exon11
MDN1_exon12
MDN1_exon13
MDN1_exon14
MDN1_exon15n
MDN1_exon16
MDN1_exon17
MDN1_exon18
MDN1_exon19
MDN1_exon20
MDN1_exon21
MDN1_exon22
MDN1_exon23
MDN1_exon24
MDN1_exon25
MDN1_exon26
MDN1_exon27

Amorce Foward
cccttectecccactcttca
agtgtgcttcctgtgtgtcct
tgctctaggccctctgtctc
taaccgctctgctctgtgtg
tggtgttccgtaaaaatcca
agaatgtgagcgttgccttt
ttggggtggagcatctatgt
tgactttgaagagccacacct
gtaggtgctgggtgtgactg
aagctgtaaattccattaggtcaga
ttatgttatttgcaaaggttctcgt
tgaaacaaagtggggctctt
ccatcatctctatccectggt
caggggctcctacttggttc
tgttataattgaaaagtccatccttg
tgatggagaaggctggtgat
agaaacgtcaaggtccagacag
accgactagatttttgtttccattt
accactgcacttgctcctg
cccaccaatcaatgaaaatatag
gtgtgtcaggagggaaagga
tecttttctagtgttcagttggce
cacaatgcccatgagatcttta
tggggccaacctatgtaaac
gacgtttcctttaagggtgtg
aatatccagaggcacaattcag
atacaatttttggctgaccagttt
gatgcctttgatgtctttgg
ctcttgtggccaggaaaatg
ccaaaataagcctctggatgag
agcitgttttctcatccttgttg
gccttaaggagcacactgga
ttttctgagccatgctttctaac
tgtgtaagatgcttaatttttgtgtg
ccccgcctctatttctaacc
gacaaggatggtgtgagcag
caagcagttaaaatgagctgaca
ccaggaagttgtgtgcatga
ccaagaggttaaattttgttctgg
ttcaacaagtggcitgttttcc
ctatgattgcaccaccatacttcag
ttcctecttgatctgcagtgt
tatgtagcatttgtctccttccttc

gctgggattacaggcttgag

Amorces Reverse
attccagggaggcaactgat
cagcagtttttcagacaatgg

agagaccaagatgcagctaaaatgt

tcgaggactcaaaagtttcca
ccactctgggctctcactct
ctcacatgcctgaatgatcc

gctgagtcccaggtaggtga
atccccecgtcettccagagt
ccactgcctggttacattcc

gatgtgaaaccaaagagaaaaagac

gagtggctttttagctgatgg
taagtcaatgcctaaagtgcctatc
gggtggaagggtgtgcta
tgtaaaagctcttagggagtctcag
tatggttacgagcaaaatacagtcc
cttgttggcccactcttce
gttgactccttgggcatagc
ctgcaccactccccactta
tttccgttttaccttctcage
tectttcectectgacacac
aaccaaggccttctccaagt
gaacccagccaaagacagag
cccaacagttataagcaagacc
tgaagtacctgcaacatagtacg
ccttgcttgaagtagacccag
gttgatgagggttctggtgg
ttctagctggtaagaactttgaacc
aaataacaacggaagtcaacagc
gagaccagcaagcaagcaag
ctgagctagaccttctgtcaagttt
tggcactctttaaactctgtgg
cctgccaaaagctccaataa
cgctttactcttccccaaaac
aaatagtaacctgcctgaaacattg
ggcccatgtcatccttctaa
aggattctgaggtgggaggt
catatttgtgtgtgtgcacgag
aactggaaagcacaggcaac
aaactttttgcaacagattaccttta
ccatagtgctccctccaaag
gcctcaattggaaaggatga
ggaggctctgacattcacca

ttggaaaaatacatcaacagacaga

ggcctgcaggaataagatca

Taille (pb)
667
486
311
315
302
389
377
309
323
378
359
400
352
332
395
392
502
512
414
460
602
615
532
400
324
283
440
214
251
259
363
290
370
289
339
349
300
372
324
443
411
497
421
489




A%

Fragment

MDN1_exon28_29

MDN1_exon30
MDN1_exon31
MDN1_exon32
MDN1_exon33
MDN1_exon34
MDN1_exon35
MDN1_exon36
MDN1_exon37
MDN1_exon38
MDN1_exon39
MDN1_exon40

MDN1_exon41_42

MDN1_exon43
MDN1_exon44
MDN1_exon45
MDN1_exon46
MDN1_exon47
MDN1_exon48
MDN1_exon49
MDN1_exon50
MDN1_exon51
MDN1_exon52
MDN1_exon53
MDN1_exon54
MDN1_exon55
MDN1_exon56
MDN1_exon57
MDN1_exon58
MDN1_exon59
MDN1_exon60
MDN1_exon61
MDN1_exon62
MDN1_exon63.1
MDN1_exon63.2
MDN1_exon63.3
MDN1_exon64
MDN1_exon65
MDN1_exon66
MDN1_exon67
MDN1_exon68
MDN1_exon69
MDN1_exon70
MDN1_exon71

Amorce Foward
ctacctcaccagccgcegtat
gactcccacagtggttcttctc
cagaatgcctacttcacccc

cacagaaattgggatagtgagtc
ttctttcaagacttgttttccag
agcagagaccccttttaggc
ccgggaacctgtgctagag
ggggaaatattgaaatagggattg
gccagccccaagtatttatc
ccaaccataactcagccaaaa
cgcactgggcctcttttt
ccaggcatttggaagtcttg
taagggaattgtggccagtg
taaaccccgtggtctgactg
atgaaatcttaaaaaccttggctaga
ccgtgcatggaaggaaag
tgatgctgagctacacctttg
tatttgggtggggttgacag
gtgaggtggtcgcatgg
tgatccaatatttgtgaaagaggtt
aggtcctcatatgtgactagtggtt
tgtgctcaaagtaaaacaatgaaaa
ttccaagtgttccagcaaatag
gacctttgtactggggataacattt
ttggtgagcagtcttggttc
agaaaatattaatggcttctcttactg
aaacaagtcctttgttttctgg
ttgcagtcacatagcaggttg
caccttccctaatgtagcagce
tgggccttagaagaaagaagac
ctcaggttccctaatgctge
attgatgctgcattctgtgg
gattccttccatcttgttcctctac
catctgagcaccagcaacat
gcaggccctccacatagat
gacactttgtgctcggtgaa
ttggatgttggcttttatttg
tgcccagcctgtagtctttt
ggccctgttgctgacatc
ggggaatcttctggtcagg
gggcccagtagtcttcactc
gcatgtagcttctgcatctttg
cttggccatccgtagtatcc
tgaaatatgaaggccacagc

Amorces Reverse
ccccgacccactcttagtet
accccaccactaactcatgc
atgatcatgacacggcactg
tgtaacaatgacatttcaggcac
tacacacagggctgatgtcc
gtgtgccaatcacctttcaa
catgccagtcaggtattttcaa
tgattaggcaaatataaattgacacag
aagtcatcagcgggatctt
ccagggcaaaagatgaagg
tgtcccttccactagaaacctg
ggcttgcaattagtgtatgtcc
catgaactcatcatagggtcagag
cctcagcttcattttactttctagg
tatggctgaggacgcttg
ggaagtcctactgaacgtctacctc
cgaaatctttgatgagcagtcc
tcttaggtcactgggttgec
tgtgtcctgaccatttccag
cctaggagacctcccaactg
gcttctgcatatcatgagtcttcta
ggttcacaaaattcaacacacataa
cagctgctgaatatgcctctc
aatattgggcatataacaacactaaa
ccaatatgccaagggaataaac
cagttcccaagttccaaaagg
ctctacccctcacatcacc
tgcttcggtaaccatcccta
ttcccaaccagtctgtcaaag
caatcacctgtttagtcaccactc
tctcactgggtcetcetgcetee
ttgtgatgatctgagcaccc
ccccctctectectttca
cggcatctggatagaaggtg

agtgggacaggctttctgg
atagggaaaaagaaggaacagaaaa

agcaagacccagtctctaaaatacat

gccaaggaaactccaataagg
cagggataatggtgaggctg

caacaaaggtgccacaagac
acccagtttcctccctcaag
tcctacactttgcagcactcc
catgcagagaattcaaagcc

tggataacagggttaacgaaag

Taille (pb)
632
308
349
552
298
491
462
441
335
552
506
430
705
520
402
264
368
359
382
441
366
340
286
355
366
276
451
429
283
365
364
602
388
527
430
370
423
561
394
262
403
273
317
265




VI

Fragment

MDN1_exon72
MDN1_exon73
MDN1_exon74
MDN1_exon75
MDN1_exon76
MDN1_exon77
MDN1_exon78
MDN1_exon79
MDN1_exon80
MDN1_exon81
MDN1_exon82
MDN1_exon83
MDN1_exon84
MDN1_exon85
MDN1_exon86
MDN1_exon87
MDN1_exon88
MDN1_exon89
MDN1_exon90
MDN1_exon91
MDN1_exon92
MDN1_exon93
MDN1_exon94
MDN1_exon95
MDN1_exon96
MDN1_exon97

MDN1_exon98_99

MDN1_exon100
MDN1_exon101
MDN1_exon102
MDN1_3'UTR
RRAGD_5'UTRa
RRAGD_5'UTRb
RRAGD _exon1
RRAGD _exon2
RRAGD _exon3
RRAGD _exon4
RRAGD _exon5
LYRM2_exon1
LYRM2_exon2
LYRM2_exon3.1
BACH2_5'UTR1
BACH2_5'UTR2
BACH2_5'UTR3

Amorce Foward
agtgagctctggtctttgctg
aggtacagggtattagattatgtatgg
caacagttaaatttagttcccttgc
gaatgatacttggcctttgttctc
gctgtttagaagactttgctttgag
gacagctgactcttggttatgg
aaacagctttctagaggcacatc
ttccttcttgactgtatgaaaaagce
ccttcagctatgatgagttctacct
gcttgacacagtggctcatc
ggctaaatagttaaggatggatgt
accaccactatctagttccagaatg
tcctgtggcaagaatgaaatc
tggctgtctetgttgtttcte
cgggtccacacctctctta
ttctctaggtcacggatggce
atgtgtgcagataattttagggaat
tgccactcgctggtttagag
tgcttgttgcaaggtctcc
tcaatgcagcacagtaacca
tggctacacctgatttacttatcc
tagaatgacagaaaccatacccact
gaaatgtgttggagagtgaatgaat
tactgtagggcggaagacac
aggtcattttctaccactttgctta
caggttcctagttacttgctattgg
aagcctttgggtttgttatg
ttcaatgtcagaaatactatcagtctc
tgtcctactttgggtagttgtgagt
caggagatgtaaaagttagcaaaag
ttacaacgtgatcttacagcctaca
gggtcacgcagtctctctct
tggaagagtggcatcatctg
agcttgttgaggggaaccitt
agaaggcagattaccggtgt
tggcattcaattttgtgtagtca
aagccggtctcttgtcactg
tcctctactgecccectactg
gcagcagctagggctcagt
ttttcaaaattgaccaacgag
aggcagcagttccaataggt
ctcccgtaaagttattgtgaatgg
tcaagcagagaaggaagttgg
gtgcagacttggatcattgc

Amorces Reverse
agcaacatcaaaacaatcaagg
tgccttgcacataaaacacag
aaggacacagttgccacattc
gttgtccaccatctcaactgtcta
tgagccaggcacttttgtaa
ctgcaaaaagctcagttcca
ttattcctctccccacatge
ctaggttccagggctgtctaaaag
ctgcctcagaaccctggac
aacatccatccttaactatttagcc
gcaagccctaagctcttcaaa
cacagggagagcaaatcaca
gcaccaatatatctagggctctgtag
gcagctgctgaggttttcat
aatggtaggttgtgggcaga
cctgttaagagcctctgttge
ctcagactgggattgagcctac
ccacatgttgatggaggagtatc
tcaacaacaaaacaaacaacaaaat
ctgctcaccaaggctgctat
ggcacagctgacttgacttg
tggattaggacatggaactgaa
aacaaccagatgttccataaagtic
ttctccatatgcctggtce
aagctggcactataaatggttaggt
gccatatcatatttaaagcattagcc
atactgtatgcggtggaggg
aaacacagtgacggggacac
ccatatttcagattgaacaggttg
aggcagggaagaaggataactct
agttgctttatgagaacacacacac
cttactccctcctteccecttt
agagccctgaccaagaaaca
tccatctacagcatgaaacagg
gctatagaagcaatcggaaataaga
cgtggcatttgctcaataac
ctgttgtccacccacattca
gcagttctcacacgggattt
aaccaaggaagcagccagt
ccagctcagtggcactatattc
ggcaactgttctgatgtgtttt
cgttcctagaaaatgccataaaag
aacggacataactgaaaaacaaaaa
ggcaggagaagcaacctctt

Taille (pb)
316
381
329
372
363
339
283
735
469
367
461
374
352
429
319
453
420
533
365
325
470
364
401
298
314
405
839
249
298
537
474
679
540
463
300
398
318
537
388
362
343
666
329
328
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Fragment
BACH2_5'UTR4
BACH2_5'UTR5
BACH2_exon1
BACH2_exon2.1
BACH2_exon2.2
BACH2_exon2.3
BACH2_exon2.4
BACH2_exon2.5
GABRR2_exon1
GABRR2_exon2
GABRR2_exon3
GABRR2_exon4
GABRR2_exon5
GABRR2_exon6
GABRR2_exon7
GABRR2_exon8
GABRR2_exon9

Amorce Foward
tgaaaattctcgtggacagatg
agaacggagtatggcgagat

catgatgttctttctcacctcct
cagaatcattgctgacccagt
ggaggagacgatggattcag
aggttttgcaagcacattcc
tttgacaaggggatcactca
cttgccacagaacatcagga
gatggatcaatggtcaagcc
cttgcagggagtaatagccc
caactggggctgttccc
ccacagtagtgaatggtggg
cagataactgtttccaaacttctgc
tatttacttctggactggcatagga
gtcagtgaaagacgggttcc
tctccgaggtggaaacacac
aatgtggctttgctcttgg

Amorces Reverse
tgctgcacctcctgacatag
tcatgtgtgcttgggctatt
tgactatgccacagacctaaca
gctctecttggtgtctgtgg
gctctgtccttggegtcag
gaggtgctcacttggtcaca
tgtctgcttccgagaacgat
tgcttttctaggacagaagtgg
atcccactgtgccactge
gccagagggagccagag
tctgcccacacaggcac
gacagtcttcagggccaaag
gccagtccagaagtaaataggtctt
gggagacagagtgagaccttgt
gcaagaaacatgaagttgctcc
caagatcctcctcgttttge
gtgtggtcaacaagtccgtc

Taille (pb)
481
330
495
571
411
579
688
365
561
552
489
511
340
371
439
560
479
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ANNEXE 2 : Amorces utilisées pour amplifier les séquences
répétées de CAG

Fragment Amorce Foward Amorce Reverse ;I'aille du
ragment (pb)
chr6_54267351 ccaaagtgttcctcgaccat atggaggccaccaatgac 307
chr6_67967041 cctgaatacaagatacctcccagat cagcatgcagtagtggcagt 357
runx2_exon3 tcccgtagatccgagcac gggcggtgtagcctctta 392
TFEB_exon3_F catatacctgctgccccttc gattctccaggtaggactgcac 370
IBTK_intron tccctactgatcttctactattactge cagataccccaaggtttcaga 362

SCA3_MJD ccagtgactactttgattcg ggctggcctttcacatggat 205




IX

ANNEXE 3: Article de la premiere description de la famille
canadienne-francgaise par les Dr Giroux et Barbeau
(La version initiale est dactylographiée et de mauvaise qualité.)



Erythrokeratodermia With Ataxia

Jean-Meriv Girouy, MD, FROPICT, and André Borbeaw, MD, FROP(CH FACE, Monireql

= An apparently now neurseilanesus
I syndrome was nbserved in 25 members
¢ -from over five generatinns [n a lamily of
:' French Canadfan ethnic background.
« The syndrome 1z characterized by the
U appeatance soon efler birth, of:papu-
‘squamaous - erythemalous:. plagues
which have mild vardatidhsin Intensity
~..ant which tend fo suhside during thie
. summer manthss In moest casés, tha
" cutaneous manlestallens afmost disap-
: pear near the age of 25, somalimes lo
¥ reappear afler the age of 40. At that
! Ume, a stawly progressive reurological
: sByndeomie, with detreasod lendon -
. flexes: nyslagmus, dysanhrlar:&ﬁd_-.ﬁﬁ'-
} gvare galt-ataiff becomes tha predomi-
- nant leature. The syndrome 1 Inheritod
i'in an autospmal: dominait:feshlof

il Neurogttanepns ¥
dromes  &re numerous, and

their cutangous and neurHegical

manifestations are varied. Tumors
are frequent in the rhacomatozes:
filromas and angiofibromas indivi-
dualize tuberous scleroziz, In von
Recklinghausen's discase, skin neu-
rofibromas are more frequent. On
the other hand, the Lindeau-von
Hippel syndrome, the Kiippel-Tren-
aunay syndrome, and the Sturee.

Accepted for publication Mev &, 1971,

From the Depariment of Medicine, Section of
Dermatalozy, Hotel.Dicw de Mondréal 1D, Gi-
rouxl; thi: Departarment de Meure-bialngie, Insti-
iut de Recherches Clinigues do Montrgal {Dr
Barbeau); end the Pdpartement de Médarine,
Université de Montréal (Dra, Giroux and Bag
beau}, Montreal.

Fead before the Canadian Dermatalogical
Assetintion mesting, St Johna, Nowfoundhand,
July 10, 1471,

Raprint riguests 10 Motel-Diew de Montrdal,
2240, rue Jainl-Urbain, Moncreal 1121 (Dr,
Cirgux).

Weber disease are characterized by
diffevent abnormal vascular prolif-
erations of the skin and of the under-
lying bone structure, In hereditary
dermatoses, neurologic symptoms
are often prominent. Some of them
van be aggravated by exposure to
light, such as Hartnup disease.
Others are classified within the large
group of ichthyesiform ervthroder.
ma,' and they include Sjsgren’s ayn-
tdreme, Ruda syndrome, and their
varianig. Despite the large number
of eponymic entitizss already de-
scribed, it i= gti}] possible to delineats
new combinations of symptoms,

In thiz study, five penerations of o
family are described in which several
members developed a rather unique
syndrome. Initially, the affected
members of this family have had,
during infaney, adolescence ar young,
adult age, & papulesquamous, ichthy-
oeilorm eraption, $#¥Mowedsafter.the
age-0f-40. by:-neurslogic wianifestas
'tions; in the form of progressive. gait

‘atania.

Ethnie, Geographic, Social,
and Genetie Backgronnd

Tha family is of French Canadian
ethnic background, and all branches
known te us, with the exception of
cne, have lived in the province of
Guebes, mainly within 50 miles of
Maontrea). One branch of the family
moved to the Niagara peninsula of
Ontario. Economically, most mem-
bers would be classified z= of low-
middls income, but ail have regular
employment; none are =subsidized
only by welfare, Cooperation with
mast branches of the famiiy has been
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cxcellent. There iz no Bnown consan-
guinity within the five gensvations
studied which are represented in Fig
1. The hereditary pattern is clearly
auntoromal demninant, as will he figr.
ther delineated,

Report of Cases

Propositus. —Pefient V.22 —Thiz pa-
tient was 2 years old when first seen by
us, She was braught by her mather ba-
cauze-of "dey skin” on the lower extretni-
ties. The mother was very concerned he-
cause she had heard that in the family
several memnbers had had this problem
when they were young, On physical
examination, the child had a 2iffuse papu-
lozquamaus eruption which included the
loveer hail of the buttecks, the thighs,
tega, and the dorsal aspert of the fect,
reminiscent of ervthrokeratodermia vars
izhilis. The plantar regions were not
alfected, nor was the rest of the skin. The
patellar and achilles tendons' reflexes
were diminished, but, otherwize, the re-
sults . of the neurplpgical examination
wera normal, A skin biopsy was per
formed which will be dezeriled further,

In view of the family history given by
the mather and the educidation of the fact
that at a later age meny of the victims
developed difficulties in walking, wa car-
ried ovt a detailed exesmination af avail-

able membevs of the family, . 4

Fifth Generaticn — Paffent L"-J'.—:;.
21-year-old male paticnt was hospitalized
for extengive investigatiohs. He had had a
papulazquarious eruption sines infancy.
The Jesions were localed on the wrists,
dursal aspect of the hande, knees (Fig 2 ts
4], the lower thivd of the lags, and doreal
aspect of the feet, A shin biapsy was done
in the right knee region. Intoleranee to
sunlight waz =light, Resultz from neuro-
lngical examination were aschlially now-
mal exeept for a slight geit hesitation af-
ter long walks and sone fine nystagrmus
in ihe right laters] -gaze. The fendon
reflexes wara present but oot brisk, Sen-
sory examinavion (supcrficizl and deep
sensations)  revealed  enticely  normatb
findings. Lymphooyte enliure for karyo.
typing was carried out. The chromessm-
al constitution preved 1o be of a normel
4G XY paitern (20 cells). Five cells had 45
chromosemes with partial breaks in O
group chromesomes (two cells), G group
(twa cellsh, snd D ogroup lone eelll. The
patlent, however, had wndergone x-ray
film examinations two months prior te
the karyotyping.

A large number of laboratory studics
wore cartied out in an effwt te slucidate
pessible pathogenetic phenomena, buk atl
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Froposiys r

Fig }.~Pedigree of live genzrztions of a family wilh atazic erythrokeratodermia variakilis.
Ahorien {X1; unknown sax [riangle); skia lesion oniy (hezlf-shagded suares ant elrelos); ful|
syacroma [5haded squares and ¢irclas).

N
Fig 2_—Papulusquancus eruplions an kness Ipetient v-1,

Fig 4. —Cleger view of right knee zhowing
Fiyperkeratosis and hicheniication of fesion
{patient ¥-1),

Fig 3.—Close-up of right knee showing well-
defined, grographic horder of lasign (.13,

Erythrosesstadermiz/Girous & Barbeau
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enlts weye within noymal limits. These
peleded valaes for the following: urinaly-
s complets  bloed cell  count and
sifferentiak; hemeglebing hematacrit vead-
‘g sedimentation rate, Blotd smear; sul-
phromophlhaleln; eleatrolvtey;  plasma
.prtignt; urinary 170H- and 17-keto-
sgraide; urnary phocphyTing, strum cars-
ene; vitamin B.12 and folic acid; glucose
pletanes test and lupuz erythematosis,
also included were peauita [or the follow-
ing: latex agalutination; tland iron; iron-
ninding capacty and saturation; blend
ceruloplasming T-3 T4 pretein-bound
jodine; serum electrophorezis; and Jmmua-
noslegtrophoresia,  Regults  from ekull,
lyng, and cheletal w-ra) Blms were all
nermal, Results from the alectrocar-
Jipgram, electroencephalagraim, ard ¥
encephalegram were within normal liva-
its.

Spzcial attention was paid to a study of
lipida, but the lipid prafile was narmal.
The fallowing values were altained: che-
lesteral, 123 mgf100 ml: triglyoerides, 52
me/100 ml; urle agid, 5.8 mg/100 ml; -
cose, 86 mp/100 ml Lipid electrophoresis
results were alse normeal, Plasme phos-
pholipids otal, 152 mg/lod mh weare

hin pormozl limits, with the passible
_«reption of & slightly diminighed sphib-
zoamyelin: cephalin, 1.8%, lecithin, 70.5%
sphingotarelin, 17.1% abd Iysolecithia,
10.5%, Phytanic acid assays by thin-layer
chrematagraphy and gas chramatography
were rapeatedly negative,

In thiz fifth generation, three other
voungsters {10, V.19, and ¥.20) were
Gescribed, by at least two reliable obeerv-
£ra, bs have had similar =kin gruptions
limited to the diztal arcas and appearing
gt birth, Unfortunalely, they wers wol
available {or exatnination. Morsover, the
following ehildren were examined, and
ihe resuite ohlained from neurological
and dermatolegical examinalions were
normal. V-18 V17 Y16 1hree boysh
V.38 Vo14 (two gitlel Vo134 V.13 iwe
beyel; V-4 {fwo borst, and V.4 (three girls),

Finally, two other patients (V=21 and
\-8) were examined in detail. Both had
eryihematous cealing eruplien: of the
dorral azpect of hands and feet 1o bath
patients, tendon refexes of the lower ex-
{remities were abglished. and slight tan-
dem ataxia was noted, Gtherwise, resuits
“of peurclogical sxumination waere norm al.

Thue, in the fillh generation, the pre-
dosnipant (eatures were erythematous
waling eruptions, with or witheat dimin-

ihed tendon reflexes.

“wr’ Fourth Generation.—Fatient V14—

This paticit, whe was & 30-vear-old mao,
had simitar shin lesions shartly afler
birlh, They have pergisted zince that thne,
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are ahwars worse in winter, apd chear in
clmnmir. At the time of examination, he
alen had o sharply demarested papula
gquamons eruption located on the dorzat
aspect of the hands and wrists. A hiopey
gpeqinien of the gkin eo hiz vight wrist
was removed, Neurslagical examination
revealed marked adizdrchokinesia of bis
tight upper extremity and moderate dva-
arthria. Temdon reflexcs, gait, and deep
censatiohs were noraal.

Patient 1V-7.~In the gpinion of the
erher siblings, as well as her aven, this q0-
vear-nld woman had, when she was
younger, ong of the mast severa shin
eruptions geen in this family, She had a
sapulosguamous eruption on the elbows
end heslz She complained af scvere par-
pathesia in the four Hmbes. However, ex-
cept for diminished tendon reflexes, the
resalts from neurologieal  examination
were nocteal,

Pafient IV-4.—This 44-year-pld man
developed a papuiosquarmons etuplion of
the lower extremitios, shortly after birth,
which lasted until the age of 200 Mora

resently, hiz wrists were glightly im- ~

volved. The neurslagic examination be-
voaled o striking diminution of tendon
peflexes ower the hireps, iriceps and
achillea tendons, without changes o deep
sencation {position, ¥ibratical He com-
plained of losing his equilibrium when
walking, and, in Fact, he had unsteady
landem walking, There way slight nys-
tagmus to lateral gase. Mo ataxta was
nated o finger-lenose tests, The remain.
der of the neurological examination dig-
clased normal resulie.

Other affecled members of this genera-
tign were alsa examined by g or ather
phyeicians (IV-12 IV-g; Iv-8 IV-5 and
1¥-1). ATl had an erythematous sealing
eruption which tended Lo disappear of
heeome attenuated around the 20th birth-
day. When neurological tigns were pres
ant, they included gocreased  tendon
reflexes, oecasional cramps in the lege.
and tandem ataxia, As the skin manifes-
tatinhz detreased, thers was a tendency

for more marked neurolegical impalr

ment, as became evident in the third gen-
Gratien.

Third Gqu_\_'a:r.__ioq_._—__fpi_ieu! 7.
#TRiG patient died 8t the ‘agé of 73 7n 196
¥ know that, from infaney onti] the age
of alwmt 30, he had a skin eruption simi-

lar to others in the fomily. This was
confirmed by six vl his children. Afier the
age of 30, the eruption gisappeared pro-
grateively. At about 40 years of age, he
developed some difficultios in walking,
complained of pains in the leser extremis
fics, and would lose his equilibrinm, with
frequent fatls, fn the last 11 years of his

7 §leo had 2 skin eruption.
Fd Sealy, during her youth: The eruptish

-alight intenton tremer in bath handa,

XII

life, he was unalile to watle and vemained
ronfined to a wheelchair, e wos hospital-
ized shortly before his death and exam-
jned by a competent neuvalogist whose
notes vevealed "Qmmﬂar L3 f1e
dogrore withentadas. sansl Tes OF |
prsscaviE itz psha s W
mm:mﬂu@s}randagewreﬁgeitmmﬂ')
No sulopsy was parformed.

Patient T8, _@}msééég?gigffm%%
feceribed A5 TR

wizza mainky domcentrated around 1he ears,
the elbows, and the knoes. The hands and
feat were not afectsd. Her diffeulty in
walking was first ohserved at the age of
43, with poeasienal drops aod “knce weak-
nesees” In the last two yoavs, her
difficulry in walking had increased mark-
edly. On physical exarnination, she had a
papulesquameous gruption on the kpees
and ankles. The dorsal sspect of the
handz wae shizhtly ecaly. The nenralagic
exatnipation r_eveaﬂed a é!_ear—cut._ataxié
in the fnger-to-nose guerciie (past point- |
ing) Shi3n atietipled] Fait. There was
Alse marked bil ateral ediadocholnesia, &
interpal strabismus of the lelt eye, ant
slowed lateral movements of the Tight’
eye Ostestendinous veflexes of the four
extremities werg markedly &iminished.
Bpeech was slow, erssrth’ri,&',’ aud stacrabo.
Thera was some faelal asymrmetty, with
the Telt labia) coramissura lower then the
right. Results {rom the funduseopic eXamm-
ination were normal The other cranial
nerves were also pormal. Fascieulations
were observed on both forearms. Al sen-
satlons (snperticial and deep) were within
normal Hmits, except for & slight decrease
i1 vibration sente ab the ankles, Despite
the diminished reflexes, the gait wae
epastic, ot there wers no ipyelely

% Tane of the muscles in the lower

TeER was glightly incveased, There was
[ PeeE CAVIS.

“fwq further cases of the syndrome are
known in Lhis generatien, but were not
examined by us. Patient J11-5 only had
the papulesguame:s etuptiona, while pa-
tienk 111-2 had such a severe caké of bath
ichihyosiz and ataxia that he was com-
fned to 2 wheelehalr,

Becgnd  (eneration.—Patienta de-
scribed in the pedigree chart iFig 1) as
being afected wire prezenally examined
or reliably deseribed by mare than ane
chserver ag having had skin or gait ab-
normalities. Some were also deseribed 10
ue g invilved, Mowsver, the data from
thuse patienls were not tecorded because
the $nformation conld net be checked with
mare Lhan one source.

Thres paticnts in this roneralion weve
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clearly alfeeled witl early shin changes
and late neuvological zigns (I1-2; I1-3; aud
1I-43. In &ll three cases, the last vears of
life were spent in 8 wheelchair with "para-
lyzed legs." Previomsly, ataxia bzd bean
the main feature,

First Generation,=Patfent 12 — All
the evidence fromn family records points to
this patient ag being the probable arigin
of the illness in the family. This woman
died at an sdvarced age from an un-
kpown “chronie hewrolagieal disorder”
She had spent four years in 2 wheelchair
before her death. Purther penerations
could not be studisd reliably,

Biopsy Specimens of Skin

We were able to study bicpsy speci-
mens of skin from three of pur pa-
tieniz. Theze biopsy epecimens
showed vremarkable similarities.

Patient ¥-22.—The biopsy speci-
men was taken from the left thigh of
thiz patient. Hyperkeratosis, small
Toci of parakeratosis, an almast nor-
mal granular Tayer, and small papil-
lomnatosis were seen. There wag g
very wmild perivascular lymyphoeytie
infiltration {Fig B).

Patient IV-14. — Biopsy apecimens
of skin were taken from the right
wrist, The hyperkeratosis here was
more striking, The granular eell lay-
er was well developed. There was a
siight varuolization of granular cells
and increaszed clumping of kerato-
byaline granules. Thers was no spon-
gipsiz. The dermis was normal (Fig
B}, .

Fatient V-1 —The biopsy zpecimen
of skin was taken from the right leg.
Here, again, the hyperkeoratosis was
prominent. Thers weve smzil focl of
parakeratosis. The granular layer
was the same as that in patient [V-
14, There was =light acanthoesis.
There was a mild perivascular lym-
phocytie infiltration areund the ves-
zels of the upper dermis aad the
‘dermal papillae (Fig 7.

“whele, this is quite reminiscent of
the nonbullous form of dominant
ichthyosls compenila. On the other
hand, the papillomatosis and the

lamminated arrangement with saw-
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Fig B = Bicpsy specimen of skin fzom left thigh of patiert ¥-22 showing hyperkeratosis, Tool of
parakeratosis, papillomatosis lhematonylin-phfoxing. eafran, orizinal magnification 6003,

toothed contour of the stratum cor-
neum, the thickness and weavy as-
pect of the epidermis fespecially in
patient 1¥.14) zre quite similar to
the features seen in ervthrokera-
todermia variabilis, as deseribed by
Wandersteen and Muller?® The PAS
gtain  =howed mnormal  hasement
mambrang. The clasiis tissme was
alzg normal.

Comment

Five generations of a family were
sludicd in which 25 subjects {14
males and 11 [emales) wete variably
affected with an apparently new
newrocutanceus  syndrome. Fifteen
affected subjecis were examiped per-
sonally, and len were reliably de-
scribed as being affectod Coinagn-

N T Ll ) ARk AT
ek Ty the mast extensively studied
genaration, the fourth, ten of 19 sib-
lings had the disezse. In the last
three generations, 21 gut of a possi-
Ble 50 descendanis were affacted.
Tha skin manifestations were char-
acterized by papulosquamons plagues
which appeared soon after birth,
with mild variations in intensity,
and fended {o subside in the zum-
mer months, Except in 2 few cases,
the skin eruption progressively
disappeared after the age of 25
The individual lesions were usually
discrete, configurate patches of ory-
thema and hyperkeratosiz, The mere
freguent distribution observed was
on the dorzal aspects of the lLands
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Fig B — Biopay specimen of skin frorm right wrisk of patient 114, The hyperkeratesis is s1rTking:

vacualization of granular zells and increased l
phioxine-safran, criginal agnificaticn &0
and fest, the wrists and ankles, the
kness, and the external ears. (eca-
sionally, the entire lower pxtremities
and buttocks wonld be affected. None
of the patients exantined have shown
lesions of the palms ar soles. The
scalp, hair, and mails were nob in-
wolved. Cataracts were never noted.
The general appesrance of the pa-
tients waz normal.

Skin biopsy specifens in our pPa-
tients point to a nonbullous fora of
congenital ichthysiforom erythroder-
ma. It 35 to be noled that the te-
semblance to er}'ihrokcratodermia
variabilis is siriking Enzymatit,
histochemical, and Whtragtructaral
gtugdies have been started in these
patients, and the fndings will Be
reported eleewhere.
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umping of heratchygling granuIEs {heraloxyin.

The neuralogical component is also
intriguing. . EXREP Ot pates &,

ice the patients T

PRy

¥ SITTE] In all
cases, resulls of examination of the
fundus were normal, and retinitis
pigmentosa ur retinal degeneration
were not seetl, LEiaes > o

wesfestzad. Deafngss ig mot
{eature of this jliness. CAre
superfieial_gr.dee
dxeet for

Fig 7, —Biopsy gpecimen of ehin from right

leg of patient V-1 Hote |mmellsr and swa-
toothed contour of stratum cprneum. Gratalat
cell tayars show same changes a% in patient I-
14 f.hemalo:ﬂin-ph’-uxine-saffan. origingk MAg-
mifieaticn xaCdh.

mal, Mentation is vsually entirely
within normal Himits. Unfortonately,
no autopsy has been performed. It iz
neteworthy that, in the five geners:
tiong studied, wa 2

es. Conversely, the ouly neu-
rulegical sign observed hefore the
age of 40 is the decrpase in tandon
reflezes. Ataxia is always & late
wmeanifestation.

The differential dizgnosis of the

disease in this family included saver-
al known syndromes, especially the
variants of ichthyosis with neurdlog-
ical signs and the neurcectodeTnic
dysplasias.’

The Sjgren-Larssun syndrome? is
jpherited in an autosomal recessive
fazhion, and the &ietribution of the
kin erupticn is mainiy on the flexer
surfaces, The palms are alten affected
Mental deficiency is generally of 2
high degree. which was not the case
in odr series. Spasticiiy 13 uswally
severe, and in most cazes, there is, a
definite ratinitis pigmentosa.

The Metherton syndromes” shows,
in addition 1o ichthyosiform ery-
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throdarma, spaige, brittle hair with
defects on the shaft, trichorrexiz in-
vaginata, and, sometimes, pit tortl.
Recent studias are concomned with
the guestion of whether thiz syn-
drome iz a distinct entity.?

In Rud's syndrome f the ichthyasi-
form erythroderma is associated with
dwarfizm, mental defiviency, hypoge-
nadism, and epilegsy, which was nat
the case in our patients.

Refsum’s syndrome 2 an autose-
mal recessive disorderd Az in our
cases, patiends with Refsum's syn-
drome develop, usually later in life,
polyneuritie changes with woakness
and loss of reflexes. However, we
wera not able to find nerve deafness
or {ypical retinitis pigmentosa with
night blindness in any of eur cases.
In addition, repeated dosage of phy-
tanie aeid™ produced negative re-
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sults in one of the most severely
affected casos (V-1

In 18858, Schoyder and eolla-
hovatorsh? described the case of a girl
whe had an  erythrekeratodermia
eombined with labyrinthine deaf
ness, peychic and somatic retarda-
tivn, and motor impairment. None of
out patients had one or the other of
the previcusly associated signs, and
the newrglogical impairment in the
inotor ephere waa clearly different.

Although our patients did not ex-
hibit those configurated geographic
plaquees which may thange patiern
in a matter of weeks, the structure of
the lesions remained that which were
chserved in erythrokeratodermia

variabilis.”? That erythrokeratoder-

nua variabilis {3 4 form of congenital
ichthyosiform  erythroderma  has
been challenged recently, This is
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why we believed that the studies of
Wandersteen and Muller? should be
done on our cases, These studies are
now in process and will be roported
later, To our hmowledge, there has
been no case of erythrokeratadermia
variabilis reported with neurologic
symptoms and signs.

Although basie studies are not vet
compleled, the unusual conglomera-
tion of symptoms encounterad in this
family, and apparently not yet indi-
vidualized, led to this description of
it, in the hope that similar cases may
be uneovered and studied by others,
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