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RESUME

Jusqu’a présent quelques génes prédisposant aux épilepsies familiales ont été identifiés,
mais ceux-ci n’expliquent qu’une faible proportion des cas d’épilepsies. Méme si les
épilepsies partielles ont un mode de transmission dit complexe, la découverte des génes
prédisposant aux formes mendéliennes constitue une étape clé dans la recherche des
geénes prédisposant a la majorité¢ des épilepsies dites idiopathiques. En étudiant une
grande famille canadienne-frangaise avec épilepsie du lobe temporal (ELT), nous avons
identifié une mutation non-sens dans le géne codant pour la synapsine I, (SYNI), une
protéine impliquée dans la reldche des vésicules synaptiques (VS). Une évaluation
neuropsychologique a également révélé des troubles spécifiques du-langage ainsi que
des traits autistiques chez plusieurs membres atteints de cette famille. Le séquengage de
ce méme gene chez des cas non apparentés d’épilepsie temporale, de dyslexie et
d’autisme nous a permis d’identifier trois mutations faux-sens (2 épileptiques, 4
autistes), une mutation synonyme (1 dyslexique) et aussi deux variants dans la région
non traduite en 5° de ce géne (2 autistes). Nous avons également séquencés les deux
autres genes codant pour des synapsines (SYN2 et SYN3) pour ces mémes cohortes de
patients et nous avons identifié un total de six mutations faux-sens et une délétion d’une
paire de base (pb) chez sept individus autistes et un individu avec ELT. Une
perturbation de la transmission synaptique ou du développement du systéme nerveux
central (SNC) causé par des mutations dans les synapsines pourrait constituer un
mécanisme moléculaire commun menant a des phénotypes variés tels que 1’autisme,

I’épilepsie et la dyslexie.
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ABSTRACT

Several genes predisposing to epilepsy have been so far identified, although these
explain a small proportion of individuals with epilepsy. Even if epilepsies overall
exhibit complex inheritance patterns, unravelling the genes pfedisposing to
Mendelian forms of the epilepsies constitute a key step in the search for genes
predisposing to the majority of idiopathic epilepsies. By studying a large French-
Canadian family with temporal lobe epilepsy (TLE) we have identified a nonsense
mutation in a gene encoding synapsin I, (SYN!), a presynaptic protein implicated in
the release of synaptic vesicles. Details neurological examinations revealed language
disorder and autistic features in many members of this family. Screening of additional
cases of TLE, ASD and dyslexia allow the identification of three missense mutations
2 epiléptic, 4 autistic), one synonymous mutation (1 dyslexic) and two variants in the
5’ untranslated region of SYN! (2 autistic). We also screened the two other genes
encoding for synapsins (SYN2, SYN3), in the same cohorts of patients and we found
six additional missense mutations and one base pair deletion in seven individuals with
autism and one individual with TLE . A defect in synaptic transmission or in the
central nervous system development caused by mutations in synapsins may be a
common molecular mechanism leading to various phenotypes such as autism,

epilepsy and dyslexia.
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CHAPITRE 1 : Identification d’une mutation dans la synapsine I chez
une famille avec épilepsie réflexe du lobe temporal

1. Introduction

1.1 Historique de I’épilepsie

L’¢épilepsie est une condition neurologique dont 1’appellation est dérivée du terme grec
«epilépsia», qui signifie « prendre possession de » ou « s'emparer de ». La description
détaillée la plus ancienne remonte & 2000 ans avant Jésus Christ. Cependant, c’est le
pére de la médecine, Hippocrate (environ 460 - 375 av JC) qui a été le premier a
identifier le caracte¢re héréditaire de ce qu’on appelait a I’époque la « maladie sacrée ».
I1 a de plus été le premier a suspecter le cerveau comme étant le site anatomique de ce

désordre.

La conception de 1’épilepsie comme trouble du cerveau s’imposa davantage au 19°
siécle lorsque la neurologie a émergé comme discipline distincte de la médecine interne
et de la psychiatrie. C’est également au 19° siécle que les bases du dysfonctionnement
menant a I’épilepsie ont été mieux décrites, notamment par Hughlings Jackson qui
postula en 1873 que les crises résultaient de bréves décharges électrochimiques
d’énergie dans le cerveau'. Peu aprés, ’excitabilité électrique du cortex cérébral fut
découverte par Ferrier, Theodor Fritsch et Hitzig !. Grice 4 la mise au point de
I’électroencéphalogramme (EEG) par Hans Berger en 1920, il fut possible de détecter la
présence de ces décharges électriques dans le cerveau !. L'EEG a également facilité la
localisation du foyer des décharges épileptiques et a élargi les possibilités du traitement
neurochirurgical. Les progres réalisés au cours des derniéres années dans les domaines
de la génétique, ainsi que la neuro-imagerie structurale et fonctionnelle ont grandement
favorisé notre compréhension de 1’épilepsie. Egalement, le développement de nouveaux
traitements pharmacblogiques, qui a connu un bel essor depuis 1960, a permis

d’améliorer la qualité de vie des malades épileptiques.



1.2 Phénotype épileptique

L’épilepsie est un désordre neurologique fréquent et hétérogéne ayant une prévalence
d’environ 1% dans la population générale. La maladie est caractérisée par des crises
récurrentes et non provoquées. Les crises épileptiques représentent les manifestations
cliniques associées a une dysfonction cérébrale transitoire causée par une décharge
excessive, synchronisée et anormale d’un groupe de neurones localisés dans le cortex

cérébral.

Il existe beaucoup de diversité quant a I’expression clinique des crises €pileptiques. En
effet, les manifestations cliniques des crises varient en fonction de la zone d’origine de
la crise et de la région du cortex cérébral vers laquelle elle se propage. Par exemple, une
crise partielle ayant comme origine le lobe occipital provoquera une perception visuelle
anormale et pourra provoquer des phénomeénes moteurs ou sensitifs si elle se propage au
lobe frontal ou pariétal. En diffusant vers la totalit¢ du cerveau, la crise devient
généralisée et provoquera des manifestations plus importantes incluant la perte de
conscience et des convulsions. La revue détaillée de toutes les variantes de ces crises et
syndromes épileptiques associés va au-dela des objectifs de ce mémoire. Mentionnons
toutefois que les éléments permettant des les identifier sont cliniques et para-cliniques et
incluent: les antécédents, I’état neurologique et cognitif, 1’dge de début, le type de
crises, les caractéristiques de ’EEG et ’imagerie cérébrale. Le tableau qui suit
répertorie les syndromes épileptiques reconnus dans la classification actuelle de la

ILAE 2.



Tableau I : Classification des épilepsies et des syndromes épileptiques

1. Syndromés épileptiques et épilepsies localisées

1.1. Idiopathiques
Epilepsie rolandique bénigne de I'enfant
Epilepsie occipitale bénigne
Epilepsie a la lecture
1.2. Symptomatiques
Epilepsie partielle continue de I'enfant
1.3. Cryptogéniques

2. Syndromes épileptiqixes et épilepsies généralisées

2.1. Idiopathiques
Convulsions néonatales bénignes familiales
Convulsions néonatales bénignes
Epilepsie myoclonique bénigne du nourrisson
Epilepsie absence de l'enfance
Epilepsie absence juvénile
Epilepsie myoclonique juvénile
2.2. Cryptogéniques et/ou symptomatiques
Syndrome de West (spasmes infantiles)
Syndrome de Lennox-Gastaut
Epilepsie avec crises myocloniques-astatiques
Epilepsie avec absences myocloniques
2.3. Symptomatiques
2.3.1. Etiologie non spécifique
Encéphalopathie myoclonique précoce
Encéphalopathie épileptique infantile précoce avec bursts-suppression
2.3.2. Syndromes spécifiques

3. Syndromes épileptiques et épilepsies ou il n'est pas déterminé si partielle ou
généralisée ' :

3.1. Avec crises partielles et généralisées
Crises néonatales
~ Epilepsie myoclonique sévére de I'enfance
Epilepsie avec activité pointe-onde continue durant le sommeil
Aphasie épileptique acquise (syndrome de Landau-Kleftner)
3.2. Avec caractéristiques partielles et généralisées équivoques

4. Syndromes spéciaux

4.1. Crises de situation

Convulsions hyperthermiques

Convulsions survenant uniquement lors d'evenements metabo]lques ou toxiques
4.2. Crises ou états de mal isolés




Pour la majorité des individus, les crises épileptiques sont compatibles avec une vie
normale, malgré certaines restrictions. Notons toutefois que 1’épilepsie est un
dysfonctionnement du réseau cortical qui peut aussi mener a des problémes au niveau
de la cognition, des apprentissages, du comportement et des habiletés sociales (voir

section 1.2.2, page 4).

1.2.1 Epilepsie du lobe temporal

L’épilepsie du lobe temporal est un syndrome épileptique fréquent caractérisé par des
crises partielles complexes. Ces crises sont associ€es a une activité paroxystique qui se
manifeste par des décharges localisées au lobe temporal. La majorité de ces crises
origine des structures mésiales du lobe temporal, notamment I’hippocampe et le
subiculum *. Egalement, un des principaux changements pathologiques retrouvé dans
les structures du lobe temporal des patients souffrant d’ELT est la sclérose
hippocampique. Cette pathologie est caractérisée par une perte sélective de neurones
ainsi que par une gliose réactionnelle dans la formation hippocampique *. L’étiologie de
la sclérose hippocampique associée a 1’épilepsie du lobe temporal demeure

indéterminée.

1.2.2 Epilepsie réflexe a ’eau

Les crises réflexes sont précipitées par un stimulus spécifique tel que la lecture, la
nourriture, les patrons de couleurs, une lumiére oscillante, une stimulation auditive ou
encore par immersion dans I’eau chaude. Les épilepsies réflexes causées par 1’eau
chaude ont été décrites sous différentes appellations notamment « 1’épilepsie a I’eau »
dans la littérature francophone ou encore « hot water », « bathing», ou « water
immersion epilepsy » dans la littérature anglophone. Le premier cas fut rapporté en
1945 par Allen chez un gargon de 10 ans chez qui des convulsions sont survenues

durant son bain > ®. D’autres cas isolés ont ensuite été rapportés en Australie, au Japon,



‘au Canada et aux Etats-Unis ®°. Cependant un grand nombre de cas a été observé en
Inde et en Turquie '*'2. La raison de la grande incidence dans ces régions a été attribuée
a des facteurs génétiques, ainsi qu’aux habitudes de bain, comme par exemple le fait de
verser de I’eau tres chaude sur la téte. Dans tous les cas rapportés, 1’atteinte semble étre
plus fréquente chez les hommes avec un ratio d’environ 3 :1 '*'®. Habituellement, les
crises sont provoquées par I’immersion du corps ou de la téte dans I’eau chaude. Dans la

plupart des cas, la crise peut étre contr6lée par une réduction de la température de 1’eau
12-16

La pathogenése exacte de 1’épilepsie a 1’eau n’est pas connue. Cependant, dans environ
70% des cas, les crises sont de type partiel complexe, avec ou sans généralisation
secondaire. Les symptdmes secondaires incluent la perte de conscience, 1’hypotonie ou
I’hypertonie, la fixité du regard, la crise tonico-clonique et la cyanose. L’EEG ictal
montre habituellement une activité rythmique lente unilatérale de haute amplitude dans
le lobe temporal suivie d’une généralisation secondaire quelques secondes plus tard '+
'®. De plus, certaines études ont rapporté la présence de sclérose hippocampique chez

des patients avec épilepsie a I’eau '’

1.2.3 Epilepsie temporale et co-morbidités

En plus de I’épilepsie, le dysfonctionnement d’un réseau cortical peut mener a des
déficits cognitifs et ainsi affecter les apprentissages, les comportements et la
socialisation. Chez les individus atteints d’épilepsie partielle, le déficit cognitif reflete
souvent la localisation du foyer épileptique (ex. syndromes du lobe frontal, temporal et
pariétal). L’épilepsie peut aussi étre associée avec une dysfonction cérébrale plus

étendue comme le retard mental '8

. De plus, au moins deux autres groupes de troubles
neurodéveloppementaux ont été associés a I’épilepsie soit: (1) les troubles du spectre
de Pautisme, lesquels peuvent survenir en association avec les syndromes de West
(spasmes infantiles) ou de Lennox-Gastaut, deux formes malignes d’épilepsie et (2) les
troubles du langage incluant la dyslexie développementale, lesquels sont plus souvent

vus chez les patients épileptiques '°. Aussi le syndrome de Landau-Kleffner est un



syndrome épileptique rare caractérisé par une épilepsie temporale sévere, ainsi que par
une aphasie progressive et des traits autistiques 2 Concernant la prévalence de
I’épilepsie chez les autistes, il semble qu’elle soit d’environ 30% et que tous les types
de crises sont rencontrés 2" 2. Bien qu’il y ait consensus a I’effet d’une prédisposition
génétique pour les troubles du langage et I’autisme 22, les principaux génes menant a
ces désordres ne sont pas encore identifiés. Plus encore, les mécanismes biologiques et
les réseaux neuronaux impliqués dans I’autisme et les troubles de langage sont pour la

plupart méconnus 2%,

1.3 Génétique des épilepsies

Le caractére héréditaire de 1’épilepsie a d’abord été suspecté grice aux études de
jumeaux 2. Bien qu’il existe une variabilité entre ces études quant aux taux de
concordance, celles-ci démontrent que la concordance est beaucoup plus élevée chez les

jumeaux monozygotes (MZ) que chez les dizygotes (DZ).
Le tableau II (page suivante), tiré de I’étude de Berkovic S.F. ez al. *° montre :

(1) que le caractére héréditaire des épilepsies est plus important pour les
épilepsies généralisées que pour les €pilepsies partielles

(2) que des facteurs environnementaux contribuent a [’apparition de la
maladie;

(3) que les crises fébriles, qui ont par définition une composante
environnementale, sont égalemeﬁt influencées par des facteurs

génétiques,



Tableau II : Taux de concordance du phénotype épilepsie dans les études de

jumeaux
Concordance des cas MZ Dz
Epilepsies généralisées 0.81 0.26
Epilepsies partielles 0.36 0.05
Epilepsie non classifiées 0.53 0.18
Convulsions fébriles 0.58 0.14

Adapté de Berkovic S.F. et al. 2006 *°

Dans la littérature, il est rapporté qu’environ 60% des épilepsies demeurent inexpliquées
(1diopathiques), notamment, parce que 1’imagerie cérébrale par IRM ne montre pas de
lésions chez ces patients. Jusqu’a présent, au moins 15 génes prédisposant a 1’épilepsie

ont été identifiés chez I’'Homme '3

(table III, page 9) et plus de 50 geénes chez la souris
3. Toutefois, malgré ces avancées, les geénes causant 1’épilepsie dans la majorité de la
population épileptique demeurent indéterminés. En effet, les génes identifiés jusqu’a
présent sont associés a des types d’épilepsies plutot rares ou ne sont impliqués que dans
de rares cas isolés d’épilepsie. Il est vraisemblable que 1’épilepsie est une maladie
neurologique d’origine complexe causée par 1’effet combiné de plusieurs génes et
facteurs environnementaux, chacun d’eux ayant un faible effet sur la susceptibilité (voir

- figure 1, page suivante). L’identification des génes impliqués dans les formes fréquentes

d’épilepsies représente donc un grand défi.



Inherited Acquired
channelopathies channelopathies

Epilepsies

Single-gene o complex Trauma
"D'E"p\"'e*' inheritance ;‘g’f_“;"'a
' Interaction of genetic =iroxe
. and acquired factors /
" via ion channels /,

Idiopathic Symptomatic

Neurobiological spectrum of epilepsies

Figure 1 : Spectre neurobiologique des types d’épilepsies et héritabilité proposée.
Tirée de Berkovic SF et al. 2006 *°

La recherche de génes impliqués dans les formes familiales d’épilepsie et dans des
modéles animaux a toutefois permis de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents
a la maladie et de classifier les épilepsies héréditaires en au moins trois catégories
fonctionnelles soit : (1) défaut primaire dans I’excitabilité des membranes causé par des
mutations dans des génes codant pour des canaux ioniques (sodium voltage-dépendant,
potassium, calcium, chlore); (2) développement anormal des structures cérébrales, aussi
appelé dysplasie corticale causé par des défauts dans les signaux de migration,
prolifération, différenciation et segmentation 33 (3) défauts de signalisation
synaptique et plasticité synaptique caus€s par une perturbation des protéines impliquées
dans la machinerie de relache de neurotransmetteurs (ex. mobilisation des

neurotransmetteurs, trafic des vésicules synaptiques, exocytose). La table suivante

montre la liste de tous les génes associés a I’épilepsie chez ’Homme.



Table III : Génes mutés associés a I’épilepsie

. Syndrome Année de
Geéne e .
épileptique découwerte
Monogéniques, canalopathie
GIuR JAE 1997
CHRNA4 "ADNFLE 1995
KCNQ2 ' BFNS 1998
KCNQ3: BFNS 1998
SCN1B GEFS+ 1998
SCN1A GEFS+ (SMEI) 2000/01
CHRNB2 ADNFLE 2000
GABRG2 CAE/FS/GEFS+ ~ 2001
SCN2A GEFS+/BFNIS 2001
GABRA1 ADJME 2002
CLCN2 IGE 2003
Monogéniques, autres '
LGH ADPEAF 2002
EFHC1 JME 2004
Epilepsies complexes
CACNA1H CAE, IGE 2003/04
GABRD IGE, GEFS+ 2004

Données tirées de Gourfinkel Al et al. (2004), Meisler MH et
al. (2001) et Noebels JL (2003) 31

Abréviations:

ADJME:épilepsie juvénile myoclonique de I’enfance autosomale dominante ;
ADNFLE:épilepsie du lobe frontal nocturne autosomale dominante ;
ADPEAF:épilepsie partielle avec symptomes auditifs autosomale dominante ;
BFNS: convulsions néonatales bénignes familiales ;
BFNIS:convulsions infantiles-néonatales bénignes familiales ;
CAE : épilepsie-absence de I’enfance;

FS : convulsions fébriles ;

GEFS+ : épilepsie généralisée avec convulsions fébriles ;
IGE: épilepsie idiopathique généralisée ;

JME: épilepsie juvénile myoclonique; :

SMETI: épilepsie myoclonique sévére de 1’enfance ;
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1.4 Mutation dans SYNI chez une famille avec épilepsie et troubles

d’apprentissage

En 2004, Garcia et ses collégues ¢ ont décrit une famille avec épilepsie, troubles
d’apprentissage et problémes comportementaux. Puisque tous les membres atteints
étaient des hommes et qu’il n’y avait pas de transmission homme-homme, une hérédité
liée au X fut suspectée. Ces auteurs ont localisé ce géne a la région centromérique du
chromosome X et une mutation non-sens dans le géne SYNI a ét€ identifiée chez les
individus atteints. Il s’agissait du premier exemple d’un désordre causé¢ par un
dysfonctionnement d’une protéine associée aux vésicules synaptiques chez 1’'Homme.
Par contre, des mutations dans cette famille de génes, notamment SYN/ et SYN2 ont été

3740

associées a 1’épilepsie chez la souris (voir chapitre 2, section 1.3, page 53).
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2. Projet de recherche

2.1 Problématique

L’épilepsie est une maladie neurologique présente chez 1% de la population. Dans 65%
des cas, I’étiologie ne peut étre identifiée (idiopathique) et plusieurs évidences
suggerent des facteurs génétiques. L’épilepsie du lobe temporal (ELT) est la forme la
plus fréquente d’épilepsie. Jusqu’a présent quelques génes prédisposant & 1’épilepsie ont
été identifiés. Toutefois la majorité de ces génes n’explique qu’une faible proportion des
cas d’épilepsies. Méme si les épilepsies partielles ont un mode de transmission dit
complexe, la découverte des génes prédisposant aux formes Mendéliennes constitue une
étape clé dans la recherche des génes prédisposant a la majorité des épilepsies
ididpathiques. Nous croyons que ces découvertes nous permettrons une meilleure
compréhension des mécanismes sous-jacents a I’ELT et nous ménerons & un meilleur

diagnostic et traitement de cette maladie.

2.2 Hypothése et objectifs

Nous avons récemment identifié une grande famille canadienne-frangaise avec épilepsie
du lobe temporal réflexe induite par le contact de 1’eau (figure 2, page 14). L’analyse
généalogique de cette famille est compatible avec un mode de transmission li¢ au
chromosome X. L’objectif général de ce projet est d’identifier les génes prédisposant a
PELT et de déterminer comment les mutations dans ces génes ménent 4 la maladie. A

cette fin les objectifs spécifiques sont :

(1) localisation et clonage positionnel d’un géne que nous avons localisé sur le
chromosome Xpl1-q21, dans une grande famille canadienne-frangaise avec épilepsie

temporale réflexe;
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(2) tester d’autres familles canadiennes-frangaises avec ELT pour des mutations dans le

geéne identifié en (1);

(3) caractérisation des propriétés biochimiques et électro-physiologiques de chacune des

mutations trouvées en (1) et (2).

2.3 Pertinence et retombées

L’identification et la caractérisation des molécules mutées impliquées dans I'ELT vont
améliorer notre compréhension de la maladie. Cela nous permettra notamment de
produire des animaux transgéniques qui faciliteront le développement de nouveaux
médicaments plus spécifiques a la maladie. Grice a une meilleure compréhension du
mode de transmission et de I’étiologie de la maladie, nous serons en mesure d’offrir des
conseils génétiques aux individus atteints ainsi qu’aux membres de leur famille,

incluant des tests diagnostiques moléculaires.
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3. Matériel et méthodes

3.1 Localisation du géne causant I’épilepsie temporale réflexe

Plusieurs techniques peuvent étre utilisées pour tenter d’identifier un géne associé a
I’épilepsie. Dans ce projet, comme nous étudions une forme familiale d’épilepsie avec
transmission mendélienne, nous avons opté pour une étude de liaison conventionnelle,

briévement expliquée ci-dessous.

3.1.1 Criblage du chromosome X

L’étude de liaison (linkage) permet d’analyser le génotype d’un individu a ’aide d’un
ensemble de marqueurs polymorphiques dont la position chromosomique est connue. Le
but de cette méthode est d’identifier quelle région du génome (locus) est transmise en
méme temps que la maladie. Pour ce faire, des marqueurs polymorphiques, souvent des
microsatellites sont utilisés. Les microsatellites sont de courtes séquences d’ADN dont
le motif est répété plusieurs fois. Le nombre de répétitions est hautement variable d’un
individu a un autre, ce qui fait d’eux des marqueurs trés informatifs. De plus, leur
distribution est quasi-uniforme a la grandeur du génome. Gréce a la technique de PCR
(polymerase chain reaction) il est possible d’étudier ces régions polymorphes et
d’établir le génotype d’un individu pour un locus donné. Une fois les génotypes
établis, ’analyse de liaison génétique permet d’analyser les résultats et de déterminer &
quelle partie d’un chromosome est li¢ 1a maladie. Dans le cas d’une maladie héréditaire
liée au chromosome X, comme la famille étudiée ici, seuls les marqueurs localisés sur

ce chromosome sont génotypés. Un tel mode de transmission est suspecté lorsque :

e les feinmes hétérozygotes ne sont pas atteintes mais peuvent
transmettre la maladie ;
¢ la maladie ne se manifeste que chez les sujets de sexe masculin ;
¢ il n'y a aucun sujet atteint dans la lignée paternelle et 1'on n’observe pas

de transmission pére-fils.
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M Epilepsie temporale

Figure 2 : Arbre généalogique de la famille avec épilepsie temporale réflexe liée au
chromosome X.
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3.1.2 Anéllyse de liaison de type paramétriqué

L’analyse de liaison de type paramétrique constitue une modélisation de la ségrégation
des alléles entre le géne malade et celle de marqueurs polymorphiques, en fonction du
taux de recombinaison entre le géne suspecté et chacun de ces marqueurs. Il s’agit d’une
méthode d’analyse statistique qui permet d’évaluer la vraisemblance d’une telle liaison.
Le résultat est exprimé par le LOD-score (logarithm of the odds). Cette valeur est
déterminée par le logarithme du rapport des probabilités entre ’hypothése proposée de
liaison génétique et I’hypothése inverse de non liaison. Pour les autosomes, une valeur
de LOD supérieure ou égale & 3 est nécessaire pour établir une liaison entre une maladie
et un locus. Une valeur de 3 signifie qu’il est 1000 fois plus probable qu ’il y ait une
liaison. Cela correspond au seuil de signification conventionnel de p=0.05. Une valeur
de LOD égale ou inférieure a -2 permet d’exclure la liaison. Si toutefois la valeur est
comprise entre -2 et 3, le résultat est dit non concluant. En appliquant le méme seuil de
signification de p=0.05, on peut conclure qu’une valeur de LOD égale ou supérieure a

2.3 est suffisante pour une liaison au chromosome X *'.

Une fois la liaison confirmée sur un chromosome donné, la région chromosomique
candidate (commune 4 tous les individus atteints) est déterminée au moyen de I’analyse
dés recombinaisons survenues chez les individus atteints de la maladie. A cette fin, il est
souvent nécessaire dutiliser une couverture plus dense de marqueurs polymorphiques

localisés a I’intérieur de la région liée.
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3.2 Criblage des génes candidats

Grice au séquengage du génome humain, il est maintenant possible de connaitre la
localisation et la séquence nucléotidique de tous les génes composant notre génome.
Des bases de données comme UCSC * et NCBI * permettent de déterminer quels génes
sont situés dans la région candidate et aussi de connaitre leur niveau d’expression dans
un tissu donné ainsi que leur fonction connue ou présumée a partir des domaines
fonctionnels du gene. Le séquengage direct des génes candidats sera effectué, ce qui
consiste & comparer la séquence nucléotidique d’un géne obtenue par séquengage d’un
individu atteint a celle répertoriée dans les bases de données. La technique s’effectue de

la fagon suivante: (1) dessin des amorces avec le logiciel Exon primer

(http:/genome.ucsc.edw/) afin d’amplifier des fragments d’ADN génomique dont la
longueur varie entre 400 et 600 pb; (2) amplification des fragments par pcr (voir
protocole en annexe, pages 83-85) ; (3) séquengage au moyen de 1’appareil 3730xl
DNA analyzer (Applied Biosystems) du Centre d’Innovation Génome Québec de
I’Université McGill et (4) analyse et comparaison des séquences a ’aide du logiciel
SeqMan de la suite DNASTAR. Le progfés technologique des derniéres années a
considérablement accéléré le processus de séquencage qui se fait maintenant a 1’aide
d’une plateforme automatisée. Le principe de la réaction reste toutefois semblable alors
qu’une version modifiée de la méthode de Sanger est utilisée **. Le principe de base
repose sur [’utilisation de di-déshydro-nucléotides (ddNTPs) marqués par fluorescence.
Des fichiers informatiques sont créés pour chaque séquence et le résultat final peut étre
visualisé a 1’aide de logiciels spécialisés généralement fournis avec I’appareil tel que le
sequencing analysis software d’Applied Biosystems. Une variation de la séquence
nucléotidique du géne par rapport a la séquence théorique est considérée comme étant
une mutation lorsque cette variation n’est pas répertoriée dans les bases de données,
qu’elle n’est pas présente dans les contrdles testés, qu’elle a été confirmée par
séquengage du brin inverse et qu’elle perturbe la fonction du géne (étude fonctionnelle).

I1 est toutefois important de noter que le terme mutation sera employé dans ce mémoire
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afin de décrire des modifications génétiques dont le role causal reste encore a

déterminer.

De fagon plus spécifique pour ce projet, les génes localisés dans la région candidate
minimale seront évalués selon différents critéres afin de prioriser les meilleurs candidats

pour le séquengage. Ces critéres sont :

(1) I’expression du géne dans le cerveau, notamment dans les régions spécifiques
aux épilepsies partielles ou généralisées (ex. hippocampe, amygdale,

néocortex des lobes frontal et temporal et le thalamus) ;

(2) un réle biologique potentiel lié a 1’épilepsie, attribué par les mécanismes de
base sous-jacent aux €pilepsies partielles ou généralisées chez I’Homme ou

chez les modéles animaux ;

(3) une similarit¢ de fonction ou de séquence comparativement aux génes

préalablement identifiés chez I’Homme ou chez la souris.

En se basant sur ces critéres, les meilleurs candidats potentiels pour expliquer les

épilepsies idiopathiques partielles ou généralisées sont listés ici bas :

(1) canaux ioniques et récepteurs ioniques voltage-dépendant ;

(2) récepteurs glutamatergiques, cholinergiques et gabaergiques ;

(3) enzymes impliquées dans la synthése ou le métabolisme du glutamate, du
.GABA ou d’autres neurotransmetteurs;

(4) protéines impliquées dans les mécanismes de relache des neurotransmetteurs ;

(5) protéines impliquées dans le développement neuronal (ex : neurotrophines).
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4.3 Abstract

The identification of genes predisposing to dyslexia, a disorder of reading and spelling,

may provide unique insight into the molecular mechanisms underlying oral and written
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language, the most distinctive features in Humans *. We report here a large French-
Canadian kindred, AB, segregating dyslexia as a dominant X-linked trait. Affected
individuals from this family carry a Q555X mutation in synapsin 1 (SYNI), encoding
for a neuron-specific phosphoprotein which interact with synaptic vesicles *¢. Compared
to wild-type synapsin, mutant SYNI showed impaired synaptic transmission in an in
vivo assay. These results suggest that truncated SYNI predisposes towards

developmental dyslexia and language disorder.

4.4 Introduction

Dyslexia, originally described as word blindness ¥, is the most common learning
disorder, affecting approximately 5% of the general population *® The disease is
characterized by impaired reading skills in individuals showing otherwise adequate
intelligence, motivation, and access to education. Proficient reading requires the
integration of both lexical (orthographic) and sub-lexical (phonological) processing
routes. Whereas lexical processing allows global and fast decoding of written material,
sub-lexical processing route involves phonological decoding, which is the ability to
recognize the most elementary units of spoken language, called phonemes.
Phonological processing is a core aspect of oral and written language development,
since it allows discrimination, manipulation and understanding of speech sounds i
Dyslexic individuals are characterized by a deficit in one or both of these processing
routes, but impaired phonological processing is the most consistent observation among
poor readers ** % In addition, dyslexia is frequently associated with spelling difficulties
(dysorthographia), particularly for irregular words (e.g. yacht, brooch) and homophones

(e.g see/sea, tail/tale) 8,

Despite extensive multidisciplinary studies, the specific mechanisms underlying

developmental dyslexia remain a matter of debate *% *

. An important genetic
contribution has been consistently observed for dyslexia, as indicated by studies of

familial aggregation and twins ***°. So far, up to nine putative loci have been mapped
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for dyslexia, mainly by using genome-wide association and linkage disequilibrium
strategies >. Recently, coding and non-coding variants have been found in four genes,
respectively mapping to the DYX1 (DYXICI), DYX2 (DCDC2, KIA40319), and DYX5
(ROBOI) loci °'* 2. However, the relationship between these variants and the biological
mechanisms underlying the disease is difficult to establish — a problem inherent to
association studies. In particular, concerns about the causality of these genetic variations
are illustrated by conflicting reports for the DYX2 locus, for which variants in two
distinct genes (DCDC2, KIAA0319) have been considered to be responsible for the
disease °* **. Therefore, no specific genes clearly predisposing to dyslexia and language

disorders have been identified.

4.5 Methods
4.5.1 Characterization of neuropsychological profiles and language abilities

All collected individuals from the AB family had a screening interview in order to
detect learning disorder, more specifically reading or spelling impairments. Individuals
with suspected deficits, as well as all SYN/qsssx mutation carriers, underwent detailed
neuropsychological evaluation, and thorough assessment of oral and written language
abilities, with a series of standardized tests (Table V, page 38). These evaluations were
performed by team of neuropsychologists and speech-language pathologists blinded to
the genetic status. Standardized Assessment for diagnosis of Autism (ADI-R & AGOS-
G module 3) was performed in individuals IV-01 and IV-02. The assessment of
pragmatic aspects of language processing was accomplished with the Pragmatic Profile
of the Clinical Evaluation Language Fundamentals (CELF-IV). Collection of additional

dyslexic families has been described elsewhere >°.
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4.5.2 Genotyping and linkage analysis

The microsatellite markers used for scanning of the X chromosome, as well as for fine
mapping of the linked region were genotyped manually, by PCR incorporating [35S]-
dATP. PCR products were analyzed by electrophoresis on 6% denaturing
polyacrylamide gels, then revealed by autoradiography. Allele sizes for each marker
were obtained from the Fondation Jean Dausset CEPH database, and determined by
comparison to the M13mp18 sequence ladder. The marker map positions were based on
the sex-averaged maps from Marshfield Medical Research Foundation and UCSC
browser. For TLE phenotype, we calculated two-points LOD scores with MLINK from
the FASTLINK 3.0P package by using a penetrance of 0.8, a disease allele frequency of
0.00001, a phenocopy frequency of 0.0001 and equal allele frequencies. For dyslexia
phenotype, two-points LOD scores were calculated with a penetrance of 0.9 in males,

0.6 in females, a disease allele frequency of 0.0001, a phenocopy frequency of 0.001.

4.5.3 Screening for mutation

The genomic organization of the human SYNI! gene was determined by aligning
sequences from SYNI mRNA (Genbank accession no NM_006950) to the
corresponding genomic sequence on chromosome X (Genbank accession no
NC_000023). Primers were designed to amplify 400-600 base pair fragments from
genomic DNA to screen all coding portions of the gene. Portions of the SYNI gene were
amplified by polymerase chain reaction (PCR) and analyzed by direct sequencing on
ABI3730 automatic sequencer (Applied Biosystems). Primers 5’-TGCCCTTG-
GGCCGCCAGACCTC-3’; and 5’-CTTGGGGGAAGGGCTTGGCTCAGG-3’ were
used to amplify exon 12. For the AB family, we have initially sequenced one affected

individual and a control from the family. SYNIqsssx mutation carrier was assessed by |

direct sequencing in all affected and non-affected members from the AB family.
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4.5.4 Cloning of SYNI and mutagenesis

We designed primers (Syn-S'-BamHI-TCAAGGATCCATGAACTACCTGCGG-
CGCCGCCT, and Syn-3'-Xhol-GTTACTCGAGTCAGTCGGAGAAGAGGCTGG) to
amplify by PCR the complete open reading frame of SYN/a from a human brain cDNA
library (Marathon-ready, Clontech), using pfu polymerase (Stratagene). We subcloned
the PCR products into the pCS2+ vector by using BamH]1 and Xhol restriction sites. In
order to introduce the Q555X mutation in SYNI a, we used a protocol modified from the
QuickChange site-directed mutagenesis kit (Stratagene), using primers 5’-CCT-
CTCCGTCTCCCTAGCGCC-AGGCGG-3°, and 5°-CCGCCTGGCGCTAGGGAG-
ACGGAGAGG-3’. All constructs were completely sequenced to confirm the mutation,
as well as to exclude any other variants that could have been introduced during the PCR

amplification.

4.5.5 Functional analysis of the SYN1gsssx mutation in Danio rerio

Syntenic SYNI in zebrafish (Danio rerio ; XM_694178) was suppressed by micro-
injection of an antisense morpholino (5’-ACGTCGCAGGTAATTCATTGTGAAG-3’;
Gene-Tools) in order to knock-down the function of the gene. Details of this protocol
have been provided elsewhere *°. Briefly, fishes were examined with respect to their
reaction to touch of the trunk with a pair of fine forceps. Swimming behaviour was
filmed using high-speed (500 Hz) video imaging. To investigate underlying disrﬁptions
of the synaptic drive for locomotion, whole cell patch clamp methods were used to
record spinal motoneurons following touch evoked swimming. We then assessed
whether overe);pression of human SYN/a mRNA can efficiently rescue the normal
phenotype. For this purpose, we co-injected the morpholino together with either wild-
type or mutant (Q555X) SYNla clones, and comparéd thei_r- relative effectiveness.
Capped mRNA from mutant and wild-type SYN/a clones were generated by using the
mMessage Machine kit (Ambion).
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4.5.6 Immublot analysis

In order to test the integrity of the constructs, COS7 cells were transfected with wild-
type and mutant SYNIa clones. COS-7 cells were collected 48 hours after transfection,
rinsed with phosphate-buffered saline and scraped into a solution containing 8M urea,
2% B-mercaptoethanol, 1% SDS, 1 mM PMSF, 1 pg/ml pepstatin, 1 pg/ml leupeptin
~and 10 pg/ml aprotinin. Lysétes were sonicated on ice and centrifuged. The protein
concentration in the supernatant was measured using the Bradford reagent method
(BioRad). A total of 25 pg protein for each transfection was loaded in SDS sample
buffer and separated on a 8% SDS-PAGE gel and then transferred to a PVDF
membrane. The blot was probed with an anti-Synapsinl (1:2000) (SYSY, Synaptic
Systems) and HRP-conjugated donkey anti-mouse IgG (1:2000), and then developed
using the ECL western blot detection system (Perkin Elmer).

4.5.7 Comparison of Human and chimpanzee SYN! sequence

Nucleotide sequence of Human (Homo sapiens, Genbank NM_006950) and chimpanzee
SYNI (Pan troglodytes, Ensembl ENST00000263237) were available in public
databases for exons 2, 3, 4, 5, 6 and 13. Missing exons of Pan troglodytes were
amplified by PCR by using the same primers designed for human SYN! gene and
analysed by direct sequencing. Alignrnent of the sequences was performed by using
ClustalW (EMBL-EBI). ‘
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4.6 Results

As part of a large collaborative project on the genetics of epilepsy in the French-
Canadian population, we identified a large family segregating temporal lobe epilepsy
(TLE) over 4 generation. The family was named AB, the initials of the proband. The
mode of inheritance for TLE in this family is compatible with a recessive X-linked
transmission (Fig 3, page 32). We scanned the X chromosome by using 10 evenly
distributed microsatellite markers, and found evidence for linkage on chromosome
Xpll-g21, with a maximum LOD score of 2.53 at 8 = 0 for marker DXS7/32. Fine
mapping using 14 additional markers identified key recombinants that allowed us to
refine a candidate region of 58 Mbp between markers DXS8042 and DXS6799, with a
maximum LOD score of 3,1 for marker DXS6949. By sequencing candidate genes
mapping to the minimum candidate interval we identified a stop codon (Q555X) in
SYN1, encoding synapsin 1, in all TLE individuals from the family (figure. 4, page 32).

This mutation was not detected in 400 control chromosomes.

Unexpectedly, detailed neuropsychological testing revealed severe impairment of
reading and spelling in four TLE males carrying the SYN/qsssx mutation. This latter
observation prompted us to systematically reassess the AB family with respect to
language impairment and mutation carrier status. A total of 17 individuals carrying the
SYN1qsssx mutation were evaluated, including six males and 11 females (Table IV, page
34). In comparison to age-peers, the vast majority of mutation carriers (n=12) had poor
reading performance in irregular, infrequent and polysyllabic words (sublexical
processing deficits), together with impaired reading comprehension. In these poor
readers, we also observed various degree of lexical access deficits (e.g. poor naming and
fluency abilities), as well as striking dysorthographia. Speech dyspraxia was also
present in 11 of the S¥YNlqsssx carriers, ranging from mild articulation deficits to
moderate difficulties in combining phonemes, resulting in reduced speech intelligibility.

Overall, six males (100%) and seven females (64%) carrying the SYN/qgsssx mutation
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exhibit significant speech or language disorder. Interestingly, language impairment
appeared more severe in affected males, who showed deficits across many aspects of
language, including impaired oral comprehension, as well as abnormalities in the
structure of sentences and discourse. The profile of language performance in these
males (n=5), as well as in an affected female (n=1), was compatible with the diagnosis
of specific language impairment (Table IV, page 34). In addition, all affected males
(n=6) exhibit pragmatic language impairments, and a diagnosis of pervasive
developmental disorder was confirmed in two of them (33%). We hypothesized that the
SYNIgsssx mutation is associated with a variable degree of expression of language
impairment: less affected individuals exhibiting dyslexia and speech dyspraxia, while
the most severely affected individuals may have specific language impairment and
autism-spectrum disorder. Based on this broader definition of the phenotype, we
revisited the linkage study, and found a LOD score of 3,84 for the SYNIqsssx mutation.
We have also screened 96 well characterized males with familial dyslexia for mutation

in SYN1, but no additional mutation was found.

Synapsins are a family of neuron-specific proteins that associate with both synaptic
vesicles and the actin cystoskeleton. These proteins are mainly involve(i in the
regulation of sustained neurotransmitter release e, Synapsins have also been implicated
in neuronal development, synaptogenesis, and maintenance of mature synapses >’
Among synapsins, SYN! is the most abundant, and is highly expressed in the limbic
system and neocortex. Two phosphorylation sites for ca+/calmodulin-dependent protein
kinase II (CaMKII) reside in domain D of the protein (figure 4e, page 32). Inactivation
of these CaMKII sites has been shown to impair the binding of SYN/ with both actin
and synaptic vesicles 5. In addition, COOH-terminal regions of SYNI bind to Src
homology 3 domains (SH3) 5% and Rab3 proteins ®, which are believed to play an
important role in the activity-dependent regulation synaptic vesicle recycling.

Truncation of SYN! caused by the Q555X mutation is thus predicted to lead to dramatic

changes in the binding properties of SYN/, which could impair neurotransmission.



28

We investigated whether the Q555X mutation alters the functional properties of SYNI
by using zebrafish (Darmio rerio), a well characterized model for the study of
neurophysiological development . In contrast to S¥YNI knock-out in mice, in which
mild changes in neurotransmitter release have been reported *°, we found that knocking-
down of SYNI with a targeted antisense morpholino oligonucleotide (AMO) in Darnio
rerio caused a dramatic behavioural phenotype. In 71% (n = 32 of 47) of SYNI AMO
injected fish, disruption of touch-induced swimming behaviour was observed (figure 5c,
page 33). Recordings of spinal motoneurons revealed that SYNI AMO injected fish
received a transient sensory-evoked response but this failed to generate a sustained,
rhythmic synaptic drive seen in wild type motoneurons following touch (n= 8 of 8, figure
5d, page 33). In contrast, fish that were injected with a control mismatch AMO (n = 27 of
27, not shown) had wild type patterns of swimming behaviour. Coinjection of wild-type
human SYNIa mRNA with thé SYNI AMO significantly reduced the number of fish that
displayed a strong disruption of swimming behaviour to 44% (n = 28 of 63, figure Se, page
33) and whole cell recording revealed a restoration of sustained synaptically driven activity
in these fish (n = 5 of 5, figure 5f, page 33). In contrast, only 20% (n = 14 of 71) of fish
coinjected with human SYNlgsssx RNA and SYN! AMO generated swimming in
response to touch (figure 5g, page 33) and the majority of recorded motoneurons of
these fish (n = 5 of 6) showed a transient sensory-mediated response but this failed to
generate sustained synaptic activity (figure Sh, page 33). These results are compatible
with a loss of function of the SYN/qsssx mutation, which is predicted to impair synaptic

transmission within the central nervous system.

Impaired synaptic transmission, particularly in mice with disfupted SYNI, has been
previously associated with epilepsy 3% The identification and functional characterization
of the SYNIqsssx mutation found in the AB family confirms that impaired SYN! can also
lead to epilepsy in Humans **. More importantly, the most robust phenotype found in
the AB family was dyslexia in females, and global language impairment in males,
suggesting that the proper development of the speech areas may be particularly sensitive
to disruption of synziptic transmission. The fact that we did not find mutations in SYN/
in additional families does not invalidate this finding. This most probably reflects the
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fact that a majority of dyslexic families exhibit complex inheritance pattern >, whereas
SYNI may predispose toward a rare form of dyslexia, with Mendelian inheritance.
Furthermore, we sequenced males with only a language disorder, while males in the AB

family have a more severe phenotype.

4.7 Discussion

The identification of the SYNIqss5x mutation is reminiscent of the recent identification
of mutations in FOXP2 in individuals with speech dyspraxia, a developmental disorder
characterized by severe articulation difficulties ¢'. As for the AB family described here,
mutation in FOXP2 has been originally described in a unique but large kindred, KE, in
which speech dyspraxia was segregating as an autosomal dominant trait>. A significant
proportion of SYNIgsssx carriers from the AB family also present speech dyspraxia.
However, in contrast to individuals with mutations in FOXP2 who exhibit deficits
almost exclusively in the motor component of language — a disorder of speech — almost
all affected individuals from the AB family show striking deficits in core aspects of
language, such as lexical (orthographic) and sub-lexical (phonological) processing
routes. The SYNIsssx mutation is therefore the first example of a mutation that
segregates with specific language disorders. The absence of non-verbal cognitive
impairment or mental retardation in affected individuals highlights the language-
specific nature of the SYNIss5x mutation induced phenotype. Finally, the fact that more
severely affected individuals from the AB family also exhibit pervasive development
disorder suggest a biological continuum between developmental dyslexia, specific
language impairment, and autism-spectrum disorder, an observation that is consistent

with familial aggregation studies %,

The evolutionary mechanisms by which genes eventually build the neuronal networks
involved in high-order cognition, language and socialization are largely unknown.

Alteration in the coding sequence of genes, potentially leading to an improvement in
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protein function, has been invoked ** % By comparing the sequence of Human SYNI
with chimpanzee ortholog, we identified four nucleotide substitutions. None of these
variations predict fc_)r'an amino acid change (figure 6, page 35). Therefore, changes in
the .s_equence of SYNI could not account for the evolution of sophisticated speech in
Humans, compared to the primitive language abilities bf chimpanzee.. Modification in
the level and pattern of expression of SYNI may be involved *. Alternatively, SYNI
may act in conjunction with other genes in order to allow proper development of speech
areas. If reduced activity-dependent development underlies language disorders found in
family AB, this might account for the lack of dominant hemispheric growth of the

dyslexic brain. Indeed, individuals with either dyslexia or autism lack the normal
24; 65

asymmetry of the planum temporale , a key component of the receptive language
within the left hemisphere. Interestingly, the asymmetries of language-related areas of
the human brain, for speech production (Broca’s area) and receptive language (planum

66; 67

temporale), are also present in chimpanzee , suggesting that the neural substrate

necessary for the development of language is not unique to hominid evolution.

4.8 Conclusion

In conclusion, we have identified a mutation leading to truncation of the pre-synaptic
protein SYNI in a large family segregating dyslexia and language disorder.
. Interestingly, mutations in two isoforms of neuroligin (NLG3, NLG4), have been
recently found in families with autism ®. These genes encode cell-adhesion proteins
present at the post-synaptic side of the synapse. Impaired synaptic transmission may
thus be a common mechanism underlying dyslexia and autism, which is a more severe
and disabling neurodevelopmental disorder. Elucidating the role of synapsin in dyslexia
may provide useful clues tqward the understanding of the development of core aspects

of language in Humans.
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Figure 4: The Q555X mutation in SYN/

Sequence analysis from a normal control (a), female carrier (b), and affected male (c).
The female and male carriers are respectively heterozygous and hemizygous for a C —
T substitution, which results in a stop codon (TAG) in amino acid 555 of the predicted
protein (Q555X). d, Immunoblot analysis shows that the Q555X mutation leads to
truncated SYNI. e, Functional domains and phosphorylation sites of SYN/
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a. b.

Figure 5: Disruption of SYN/ induces motor phenotypes in Danio rerio

a. Selected frames showing rhythmically alternating flexions of the trunk during touch-
evoked swimming in wild type zebrafish at 2 days in development. Swimming was
elicited by touching the trunk with a pair of fine forceps (seen in the bottom left corner).
b. Rhythmic synaptic drive in a motoneuron of a 2 day wild type fish following touch
(arrow). c. Touch does not elicit rhythmic trunk flexions in SYN/ AMO injected fish at
2 days. d. Absence of touch-evoked (arrowed) sustained, rhythmic synaptic drive in
SYNI AMO injected fish at 2 days. e. Sustained, rhythmic swimming activity in a 2 day
fish coinjected wild type SYNI/ mRNA and SYN! AMO. f. Sustained, rhythmic synaptic
activity in motoneuron of a 2 day fish coinjected with SYNI AMO and SYN/ mRNA. g.
Touch does not elicit rhythmic trunk flexions in 2 day fish coinjected with SYN/qsssx
mRNA and SYN! AMO. h. Absence of sustained, rhythmic synaptic drive in a
motoneuron following touch (arrowed) in 2 day fish conijected with SYNIgsssx mRNA
and SYNI AMO. Scale bar in a,c,e,g =250 um.
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Table IV: Evaluation of language abilities in family AB.

All individuals carrying the Q555X mutation in SYN! underwent neuropsychological
evaluation and detailed assessment of oral and written language. Compared to age-
peers, eight individuals with normal IQ and reading performance below the equivalent
of two school years were considered to be dyslexic. In four additional individuals,
impaired language abilities and reading performance were compatible with
developmental dyslexia, but either young age (f) or inadequate educational opportunity
() preclude a definite diagnosis. Language impairment was more severe in five males
(individuals I1-15, I11-01, 1TI-11, IV-01 and IV-02) and one female (I1I-13), who showed
receptive and expressive language deficits compatible with a diagnosis of specific
language impairment (SLI). By definition, SLI may not be diagnosed in children with
pervasive developmental disorder (PDD). However, the pattern of language deficits
was qualitatively similar in individuals IV-01 and IV-02 (*), suggesting a biological
continuum between dyslexia, SLI, and autism-spectrum disorder. This observation is
- \e . . . . e e qe f . 69
consistent with previous studies of language impairment in individuals with autism ™,
as well as familial aggregation studies > .

. Oral -
Reading- . . . Specific
) comprehension Pragmatic
ID Gender Spelling . . : developmental
. . and expression difficulties .
impairments , . disorder
impairments :
1-02 F yes no no 1 dyslexiao
H-02 F yes no no dyslexia
I-03 F no no no -
I-05 F yes no no dyslexia
I-06 F yes no yes dyslexia
I-11 F yes no no dyslexia
l-02 F no no no -
l11-06 F no no no -
1-08 F yes no © no dyslexia
11-09 F no no no -
l-14 F yes yes no dyslexia
i-15 M yes . yes yes SLI
n-01 M yes yes yes St
-04 M no no yes -
l-12 M yes yes yes S
IV-01 M yes yes yes o PDD*
vV-02 M yes yes yes PDD*




Figure 6: Sequence alignment of Human and chimpanzee SYNI.
Only four nucleotidic changes (*) were found between human and chimpanzee.
All of these changes are synonymous.
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ATGAACTACC TGCGGCGCCGCCTG TCGGACAGCAACTTTATGGC CAATC TGCCAAATGGG 60
ATGAACTACCTGCGGCGCCGCCTGTCGGACAGCAACTTTATGGC CAATCTGCCAAATGGG 60

Pro
TACATGACAGACCTGCAGCGTCCGCAGCCGCCCCCACCGCCGCCCGGTGCCCACAGLCCCC
TACATGACAGACCTGCAGCGTCCGCAGCCGCCCCCGCCGCCGCCCGGTGCCCACAGLCCC

*

GGAGCCACGCCCGGTCCCGGGACCGéCACTGCCGAGAGGTCCTCCGGGGTCGCCCCAGCG
GGAGCCACGCCCGGTCCCGGGACCGCCACTGCCGAGAGGTCCTCCGGGGTCGCCCCAGCG

GCCTCTCCGGCCGCCCCTAGCCCCGGGTCCTCGGGGGGCGGTGGCTTCTTCTCGT CGCTG
GCCTCTCCGGCCGCCCCTAGCCCCGGGTCCTCGGGGGGCGGTGGC TTCTTCTCGT CGCTG

Ala
TCCAACGCGGT CAAGCAGACCACGGCGGCGGCAGCTGCCACCTTCAGCGAGCAGGTGGGC
TCCAACGCGGTCAAGCAGACCACGGCGGCAGCAGCTGCCACCTTCAGCGAGCAGGTGGGC

*

GGCGGCTCTGGGGGCGCAGG CCGCGGGGGAGCCGCCTCCAGGGTGCTGCTGGTCATCGAC
GGCGGCTCTGGGGGCGCAGG CCGCGGGGGAGCCGCCTCCAGGGTGCTGCTGGTCATCGAC

GAGCCGCACACCGACTGGGCAAAATACTTCAAAGGGAAAARAGATCCATGGAGAAATTGAC
GAGCCGCACACCGACTGGGCAAAATACTTCAAAGGGAAAARAGATCCATGGAGAAATTGAC

ATTAAAGTAGAACAGGCCGAATTCTCTGATCTCAACCTTGTGGCCCATGCCAATGGTGGA
ATTAAAGTAGAACAGGCCGAATTCTCTGATCTCAACCTTG TGGCCCATGCCAATGGTGGA

Asn
TTCTCTGTGGATATGGAAGT TCTTCGGAATGGGGTGAAGGTCGTG CGGTCTCTGAAGCCG
TTCTCTGTGGATATGGAAGT TCTTCGGAAC GGGGTGAAGGTCGTG CGGTCTCTGAAGCCG

*

GATTTTGTGCTGATCCGCCAGCACGCCTTCAGCATGGCACGCAACGGAGACTACCGCAGT
GATTTTGTGCTGATCCGCCAGCACGCCTTCAGCATGGCACGCAACGGAGACTACCGCAGT

TTGGTCATTGGGCTGCAGTATGCTGGAATC CCCAGTGTTAACTCCTTGCATTCTGTCTAC
TTGGTCATTGGGCTGCAGTATGCTGGAATCCCCAGTGTTAACTCCTTGCATTCTGTCTAC

AACTTCTGTGACAAGCCCTGGGTGT TTGCC CAGATGGTTCGACTG CATAAGAAAC TGGGG
AACTTCTGTGACAAGCCCTGGGTGTTTGCCCAGATGGTTCGACTGCATAAGAAAC TGGGG

ACAGAAGAATTCCCTCTAATTGATCAGACCTTCTACCCCAATCACAAAGAAATGC TCAGC
ACAGAAGAATTCCCTCTAATTGATCAGACCTTCTACCCCAATCACAAAGAAATGCTCAGC

AGTACAACGTACCCCGTGGT TGTGAAGATGGGGCACGCACACTCTGGGATGGGCAAGGTC
AGTACAACGTACCCCGTGGT TGTGAAGATGGGGCACGCACACTCTGGGATGGGCAAGGTC

AAGGTTGACAACCAGCATGACTTCCAGGACATCGCAAGTGTCGTGGCACTGACCAAGACG
AAGGTTGACAACCAGCATGACTTCCAGGACATCGCAAGTGTCGTGGCACTGACCAAGACG

TATGCCACTGCCGAGCCCTTCATCGATGCCARATATGACG TGCGTGTCCAGAAGA TTGGG
TATGCCACTGCCGAGCCCTTCATCGATGCCAAATATGACGTGCGT GTCCAGAAGATTGGG
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CAGAACTACAAGGCCTACAT GAGGACGTCAGTGTCAGGGAACTGGAAGACCAATACTGGC
CAGAACTACAAGGCCTACATGAGGACGTCAGTGTCAGGGAACTGGAAGACCAATACTGGC

TCTGCGATGCTGGAGCAAAT TGCCATGTCTGACAGATACAAGCTG TGGGTGGACACGTGC
TCTGCGATGCTGGAGCAAAT TGCCATGTCTGACAGATACAAGCTG TGGGTGGACACGTGC

T CAGAGATTTT TGGGGGACT GGACATCTGCGCAGT GGAAGCGCTACATGG CAAGGACGGA
T CAGAGATTTT TGGGGGACT GGACATCTGCGCAGT GGAAG CGCTACATGG CAAGGACGGA

AGGGAT CACAT CATTGAGGTGGTGGGTTCCTCCATGCCGCTCATTGGTGACCACCAGGAT
AGGGAT CACAT CATTGAGGTGGTGGGTTCCTCCATGCCGCTCATTGGTGACCACCAGGAT

GBAAGACAAACAGCTCATCGTAGAGCTCGTGGTCAACAAGATGGCT CAGGCCCTGCCCCGG
GAAGACAARACAGCTCATCGTAGAGCTCGTGGTCAR CARGATGGCT CAGGCCCTGCCCCGG

CAGCGACAGCGGGATGCCTCCCCTGGCAGGGGCTCCCATGGCCAGACTCCGTCCCCAGGG
CAGCGACAGCGGGATGCCTCCCCTGGCAGGGGCTCCCATGGCCAGACTCCGTCCCCAGGG

GCCCTGCCCTTGGGCCGCCAGACCTCCCAGCAGCCCGCAGGGCCCCCGGCTCAGCAGCGA
GCCCTGCCCTTGGGCCGCCAGACCT CCCAG CAGCCCGCAGGGCCCCCGGCTCAGCAGCGA

CCCCCACCACAGGGCGGCCCTCCACAGCCGGGTCCAGGCCCCCAGCGCCAGGGACCCCCA
CCCCCACCACAGGGCGGCCCTCCACAGCCGGGTCCAGGCCCCCAGCGCCAGGGACCCCCA

Pro :
TTGCAGCAGCGCCCGCCCCCGCAGGGCCAGCAGCACCTTT CAGGCCTTGGACCCCCAGCT
TTGCAGCAGCG CCCG CCGCCGCAGGGCCAG CAGCACCTTT CAGGC CTTGGACCCC CAGCT

*

GGCAGCCCCCTGCCCCAGCGCCTTCCAAGTCCCACCTCAGCGCCCCAGCAGCCCGCGTCC
GGCAGCCCCCTGCCCCAGCGCCTTCCAAGT CCCACCTCAGCGCCCCAGCAGCCCGCGTCC

CAGGCCGCGCCGCCGACCCAGGGTCAAGGCCGCCAATCCCGGCCAGTGGCGGGAGGCCCC
CAGGCCGCGCCGCCGACCCAGGGTCAAGGCCGCCAATCCCGGCCAGTGGCGGGAGGLCCC

GGGGCGCCTCCAGCAGCCCGCCCGCCCGCCTCTCCGTCTC CCCAG CGCCAGGCGGGCCCC
GGGGCGCCTCCAGCAGCCCGCCCGCCCGCCTCTCCGTCTCCCCAGCGCCAGGCGGGCCCC

CCACAGGCTACCCGTCAGACATCCGTCTCTGGCCCGGCTCCGCCAAAGGCCTCTGGGGCC
CCACAGGCTACCCGTCAGACATCCGTCTCTGGCCCGGCTCCGCCAAAGGCCTCTGGGGCC

CCACCGGGCGGGCAGCAGCGCCAGGGCCCGCCCCAGAAACCCCCAGGCCCAGCCGGCCCC
CCACCGGGCGGGCAGCAGCGCCAGGGCCCGCCCCAGAAACCCCCAGGCCCAGCCGGLCCC

ACACGCCAGGCCAGCCAGGCGGGTCCCGTGCCCCGCACTGGGCCACCCACCACGCAGCAG
ACACGCCAGGCCAGCCAGGCGGGTCCCGTGCCCCG CACTGGGCCACCCACCACGCAGCAG

CCTCGG CCCAGCGGCCCGGG CCCCGCTGGACGTCCCAAACCACAGCTGGCCCAGARACCC
CCTCGG CCCAG CGGC CCGGG CCCCGCTGGACGTCC CAAACCACAG CTGGC CCAGARAACCC

AGCCAGGACGTGCCGCCACCCGCCACCGCCGCTGCAGGGGGACCT CCGCACCCCCAGCTC
AGCCAGGACGTGCCGCCACCCGCCACCGCCGCTGCAGGGGGACCT CCGCACCCCCAGCTC

36

1020
1020

1080
1080

1140
1140
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1620
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1680

1740
1740

1800
1800

1860
1860

1920
1920
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1980



Homo sapiens AACAAATCCCAGTCTCTGACCAATGCCTTCAACCT TCCAGAGCCAGCCCCGCCCAGGCCC
Pan troglodytes AACAAATCCCAGTCTCTGACCAATGCCTTCAACCTTCCAGAGCCAGCCCCGCCCAGGCCC

Homo sapiens AGCCTTAGCCAGGACGAGGT GAAAGCTGAGACCATCCGCAGCCTGAGGAAGTCTTTCGCC
Pan troglodytes AGCCTTAGCCAGGACGAGGTGAAAGCTGAGACCATCCGCAGCCTGAGGAAGTCTTTCGCC

Homo sapiens AGCCTCTTCTCCGACTGA 2118
Pan troglodytes AGCCTCTTCTCCGACTGA 2118
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Table V: Neuropsychological and language abilities assessment.

Domain Test Tasks

Wechsler Adult Intelligence Scale®- Picture completion, Block design,

Third Edition (WAIS®-I1T) Similarities, Arithmetic, Information,
Substitution, Digit
span

Wechsler Intelligence Scale for Children | Block design, Similarities, Digit Span,

®-Fourth Edition (WISC®-1V) Picture concepts, Coding, Matrix reasoning,
Letter-Number sequencing, Vocabulary,
Comprehension, Symbol search

Wecshler Memory Scale®-Third Mental control (Alphabet, Numbers, Days

Edition (WMS®-III) of the week)

Rey Auditory Verbal Learning Test 15 words of Rey

(RAVLT)

. Letter A cancellation test Visual selective attention
Neu:;s:::ll:lz:lotglcal Outil de dépistage des dyslexies-ODEDY)| Letter sequences discrimination, Dictation

(test of screening dyslexia)

of regular and irregular words and
pseudowords.

NEuroPSYchological investigation for
children®-NEPSY®

Phonological awareness (phonological
processing abilities)

Color-Word interference test from the
Delis-Kaplan Executive Function
System™ (D-KEFS™)

Color naming and word reading

Culver form (for adults)

Right-Left discrimination -

Epreuve Verbale d’ Aptitudes Cognitives-|
EVAC (Verbal test of cognitive aptitudes

Right-Left discrimination

Verbal fluency test

Letter fluency (P) and category fluency
(animals)

Oral language

Test of word ﬁhding for adolescents and
adults-TWF

Receptive and expressive vocabulary

Boston Naming Test (30)

Oral denomination and written denominatio:

Clinical Evaluation Language
Fundamentals-1V-CELF-4

_| Sentence comprehension, Expressive

vocabulary, Sentence production

Written language

LOBROT L3 (norms from BELEC)

Written sentence comprehension

Bébé d’Edmonton history

Written discourse comprehension

Reading

Batterie d’évaluation du langage écrit
et de ses troubles-BELEC: MIM A
(Belgian battery of evaluation of the
written language and its disorders)

Word and pseudoword reading, according to
frequency, length and graphems complexity

Batterie d’évaluation du Jangage écrit
et de ses troubles-BELEC: REGUL
(Belgian battery of evaluation of the
written language and its disorders)

Regular and irregular word reading

Chapman-Cook Speed of Reading Test

Written comprehension and reading speed

L’ Alouette

Reading fluency
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Writin‘g

Batterie d’évaluation du langage écrit Writing words
et de ses troubles-BELEC: ORTHO3

(Belgian battery of evaluation of the

written language and its disorders)

Test de Rendement pour Francophones- | Orthography

TREF (french version of the Wide-Range
Achievement Test-WRAT)

No specific protocol

Words and Sentences dictation

Pragmatic ]anguage'

Clinical Evaluation Language
Fundamentals-1V-CELF-4

Pragmatics profile questionnaire




READING TESTS

SPELLING TESTS
‘ ’ Contextual ~ Unfrequent Morpholo- Non morpho-
ID  Gender Age Years'of IQ/VIQ/PIQ Pseudo- Pc.)lysyl- Complex Com?re- and constant irregular gically based  logically based
education words  labic words graphemes hension spelling orthography  orthography orthography
11-02 F 44 14 97/97/95 ** ** ** b b b ** **
11-03 F 56 12 96/99/93 - ** ** NA NA NA NA NA
11-05 F 53 8 87/77/100 ** *x *x ** b * ** **
11-06 F 54 12 89/95/83 ** ** ** ** b 0 ** 0
1I-11 F 46 12 91/91/92 * Lo ** * e * ek *
1-02 F 14 8 le5/102/109 ** ** bl b o b ** "
n-06 F 31 12 95/93/97 0 0 0 0 NA NA NA NA
-8 F 22 15 100/98/104 ** ** b e NA NA NA NA
m-10 F 28 13 98/91/109 ** ** ** NA NA NA NA NA
m-14 F 7 1 91/73/111 ** ** w* NA * " o **
11-15 M 41 9 78/79/80 ** ** T ** * ** b **
161 M 20 8 78/83/76 ** o ** ** * ** ** **
n-04 ™M 30 15 - 104/122/84 0 b * NA NA NA ‘NA NA
n-12 M 22 9 78/82/78 ** o ** ** NA - NA NA NA
-0 M 8 I 51/45/72 NA NA NA NA NA NA NA NA
Iv-02 M 6 Preschool 65/71/70 NA NA NA NA NA NA NA NA

Table V1. Summary of neuropsychological and language ability profiles found in individuals carrying the SYN1ysssx mutation.
Scores of reading and spelling tests were obtained from the BELEC battery, except for reading comprehension, which were obtained

from Lobrot test. Results from reading and spelling tests are presented using z point comparison to mean control group: ‘0’ z > -1.0; * -

2.0 <z<-1.0; ** z<-2.0. For children, we used control values available from the BELEC battery. For adult, comparison was made by
using our own control group of 20 healthy individuals from the Quebec population, matched for age and years of education.
Abreviations used: F, female; M, male; NA, not available

4



Ageof Febrile

ID  Gender Age Spontaneous - Reflex Trigger i-EEG EEG  MRI  lctal SPECT
onset _ seizures seizures seizures : .

11-02 F 44 - no no no - - - - -

003 F 56 3 yes no o - NA  NA  noma NA
I1-05 F 53 - no no né - - - - -

11-06 F 54 - no - no no - - - - -

11-11 F 46 - no no no - - - - -

n-02 F 14 - no . no no - - - . -

111-06 F 31 - no no no - - - - -

m-08 F 22 NA  yes no no - NA NA normal NA
m-10. F 28 - no no no - - - - -

111-14 F 7 - no no no - - - - -

15 ™M 41 1 yes CPS CPS, GTCS shower, nommal " LbHA  right temporal

' ' wet towel temporal
111-01 M 20 ' 4 no CPS CPS, GTCS bath, shower normal NA normal NA
111-04 M 30 13 no CPS, no - normal  diffuse  normal NA
GTCS ‘

1-12 M 22 14 no CPS CPS, GTCS bath, shower normal NA NA NA
lV-O] 8 4 no CPS CPS bath, shower  normal diffuse left HA left temporal
IvV-02 M 6 - no no no - - - - -

Table VII: Summary of epilepsy phenotype found in individuals carrying the SYNVIpsssx mutation. Complex partial
seizures (CPS) in affected individuals were characterized by chilling aura, alteration of consciousness with either fixed gaze
or ocular revulsion, oral and manual automatisms, hypotonia, and cyanosis. These complex partial seizures may infrequently
be prolonged by secondary generalized tonic-clonic seizures (GTCS) in affected individuals. Other abbreviations: iiEEG,
interictal electroencephalogram; iEEG ictal electroencephalogram; MRI, magnetic resonance imaging of the brain; SPECT,
single-photon emission computerized tomography of the brain; HA, hippocampal atrophy; F, female; M, male; NA, not

available.

v



CHAPITRE 2 : Identification de mutations dans les génes de la
famille des synapsines chez des individus autisme ou épilepsie

PREFACE

Tel que présenté dans le chapitre précédent, nous avons identifié une mutation non-
sens dans SYN! (Q555X) dans une grande famille canadienne-frangaise associée a la
dyslexie chez les femmes ainsi qu’a 1’épilepsie et des anomalies spécifiques du
langage ou l’autisme chez les hommes. Garcia et ses collégues 3 ont également
identifié une mutation dans SYN/ (W356X) chez une famille avec phénotypes variés.
Les troubles d’apprentissage qui incluent les troubles du langage, la dyslexie et

1922

1’autisme sont des co-morbidités connues sur le plan clinique et plusieu:s études

63, 70, 7 suggerent une étiologie commune a certaines de ces

d’agrégation familiale
conditions. En particulier, les études d’agrégation familiale révélent que des
problémes spécifiques de langage sont présents chez les parents proches des individus
autistes % 77>, Cette observation a méme mené 2 la création du terme « broader
autism phenotype » **. Basés sur cette littérature, ainsi que sur les données présentées
dans le chapitre 1 de ce mémoire, nous avons voulu vérifier si des mutations
additionnelles dans SYN/ pouvaient étre associées a différentes maladies
neurodéveloppementales telles que 1’épilepsie, I’autisme et la dyslexie. Egalemen.t,’
étant donné la grande homologie de fonction et de structure au sein de la famille des
synapsines, nous avons criblé les génes SYN2 et SYN3 dans des cohortes d’individus

avec ces mémes maladies. La confirmation de I’une ou I’autre de ces hypothéses

pourrait suggérer qu’il existe une base biologique commune a toutes ces conditions.
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1. Introduction

1.1 L’autisme

1.1.1 Historique

Le terme « autisme » a été utilisé pour la premiere fois en 1911 par le psychiatre
suisse Eugen Bleuler > pour désigner la perte de contact avec la réalité observée chez
ses patients .schizophrénes. En 1943, suite a 1’observation comportementale de 11
enfants, Léo Kanner ’® a introduit le terme « d’autisme infantile précoce » caractérisé
selon lui par une incapacité de I’enfant a établir des contacts affectifs avec son
environnement. Enfin, Hans Asperger 7’ publia en 1944, une description d'un groupe
de quatre enfants présentant ce qu'il appela a 1I’époque "une psychopathologie
autistique". Un certain nombre d'éléments du fonctionnement de ces enfants
ressemblaient 4 ceux du groupe de Kanner. Cependant, deux éléments différaient:
alors que les enfants du groupe de Kanner avaient un langage trés réduit, tous ceux du
groupe d'Asperger s'exprimaient bien tout en étant plus maladroits sur le plan de la
motricité globale. Ce n’est que beaucoup plus tard que le terme «syndrome
d’Asperger» fut employé par Lorna Wing én 1981 7. Celle-ci suggéra alors que le
trouble décrit par Asperger pourrait constituer une variante du trouble décrit par
Kanner. Depuis 1994, le syndrome d’Asperger est reconnu comme une entité a part

entiére par le Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-1V)!%.

1.1.2 Phénotype et épidémiologie

L’autisme est un désordre neurodéveloppemental qui se manifeste dés les premiéres
années de la vie et qui est caractérisé par des déficits au niveau des interactions
sociales, de la communication et des comportements (répétitifs et stéréotypés). La
prévalence est de 3/1000 ™ et les gargons sont atteints 4 fois plus fréquemment que

les filles.



44

Selon le DSM-IV, I'autisme ou trouble autistique est classifié sous I’appellation
trouble envahissant du développement (TED). Les TED constitueraient un continuum
regroupant cinq conditions différentes, dont la gravit¢ des symptéomes ou des

déficiences varie (figure 7) et qui sont. :

1. Trouble autistique

Syndrome de Rett

Syndrome désintégratif de I’enfant
Syndrome d’ Asperger

A S

Trouble envahissant du développement non spécifié

Ampleur des déficits

| Trouble | . | TED |
Rett  désintégratif | AULSME  non cpecifie | ASPerger

Figure 7 : Continuum des troubles du spectre de I’autisme
Tirée de Tremblay G. 2007 80
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Habituellement, les personnes vivant avec un TED éprouvent une difficulté globale
en ce qui a trait aux interactions sociales. Ils ont notamment de la difficulté & établir
des contacts avec les autres, ont tendance a I’isolement et ont un regard fuyant. Au
plan de la communication, un délai dans la compréhension et la production du
message est perceptible, ainsi que la présence d’anomalies au niveau du langage
(écholalie et absence du langage). Des lacunes sont également apparentes au niveau
de la communication non verbale (mimique). Quant aux difficultés
comportementales, il n’est pas rare d’observer des individus hyperactifs. Les
maniérismes moteurs stéréotypés et répétitifs sont également trés fréquents.
Finalement, des anomalies au niveau des intéréts sont présentes. Ceux-ci sont
considérés comme étant restreints et obsessionnels comme par exemple une
fascination pour les objets qui tournent ou qui émettent des spectres lumineux. Il
semble qu’un dépistage précoce suivi d’une intervention éducative permet a 1’enfant

atteint d’un TED de progresser et diminue les risques d’aggravation.

Le diagnostic d’un TED doit étre posé sur la base des classifications internationales
dont les criteres descriptifs sont énumérés dans le DSM-IV de 1’Association
américaine de psychiatrie '2. A cette fin, plusieurs tests et questionnaires sont utilisés,

notamment ADI-R ¥! et ADOS 2.

1.1.3 Etiologie

Les causes de l’autisme demeurent largement indéterminées. Parmi les causes
possibles, les facteurs génétiques, neurobiologiques, environnementaux, ainsi que les
infections virales et les réactions du systéme immunitaire ont été invoqués. Une revue

des données neurobiologiques et génétiques est présentée ici.
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1.1.3.1 Facteurs neurobiologiques

Les premiéres observations faisant état d’une possible cause neurobiologique sont
celles de Kanner ® qui remarqua la présence d’une macrocéphalie chez quelques
sujets autistes. Cette observation fut répliquée dans plusieurs études si bien que la
macrocéphalie est présente chez environ 20% des enfants autistes *. De plus, en
comparaison avec celui des enfants normaux, le cerveau des autistes est généralement
plus petit & la naissance. Ces données suggeérent donc une croissance cérébrale
exagérée entre I’age de 6 et 14 mois, qui résulterait en un cerveau plus gros que la
normale et ce jusqu’a ’adolescence *. Malgré ces observations, la cause biologique
de cette diftérence n’est toujours pas connue et pourrait étre liée & une augmentation
de la neurogénése, a une gliogénése accrue, a une augmentation de la synaptogénese,
a un probleme de migration neuronale, a une diminution de I’apoptose ou a une

combinaison de ces processus *.

D’autres anomalies ont été rapportées a la suite d’études neuro-anatomiques sur des
cerveaux de patients autistes, les plus communes étant: une densité cellulaire accrue
et une réduction de la taille des neurones du syst¢tme limbique (hippocampe,
amygdale) en plus d’une diminution du nombre de cellules de Purkinje dans le
cervelet et d’une arborisation dendritique moins importante 8 (figure 8, page 47). De
plus, des dysgénésies corticales et des défauts de migration neuronale ont été
observés chez des individus autistes . Finalement, le cerveau des autistes tout
comme celui des dyslexiques montre une absence d’asymétrie du planum temporale,

une région clé impliquée dans le langage **.



47

Normal Autism Rett

Figure 8 : Représentation schématique des neurones pyramidaux de différents

cerveaux
Tirée de Zoghbi HY. 2003 *.

1.1.3.2 Facteurs génétiques

Les études de jumeaux réalisés chez les autistes suggérent une forte composante
génétique *®. Ainsi, il est rapporté que I’autisme a une héritabilité de 90% *'. Le taux
de concordance varie selon les études entre 60 & 92% pour les MZ et de 0 & 10% pour
les DZ . Egalement, le risque relatif de I’autisme est 45 fois plus élevé chez les
individus nés de parents consanguins au premier degré en comparaison avec la
population générale®. Il semble que la variance dans les taux de concordance est
attribuable au phénotype étudi€. En effet, certaines études considérent les troubles
cognitifs ou les troubles sociaux chez les jumeaux d’autistes. Il faut alors parler
d’endophénotype ou de «broader autism phenotype» en anglais. Sur le plan clinique,
ce phénotype est caractérisé par les mémes critéres que ceux de I’autisme mais avec
une sévérité plus faible comme par exemple, la réticence sociale, des difficultés de

communication, un retard de langage, une préférence pour la routine et une résistance
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au changement. La reconnaissance de cet endophénotype pourrait faciliter les études
de liaison, puisqu’on trouve des cas multiples d’autisme dans seulement 5% des
familles *°. Sommairement, I’autisme présente un patron d’hérédité complexe,
vraisemblablement polygénique. Enfin, un des arguments en faveur d’une
hérétogénéité est la présence de traits autistiques dans plusieurs autres maladies

91 92

génétiques, notamment la neurofibromatose ~°, le syndrome du X fragile ™,

1% et la sclérose tubéreuse °°.

I’épilepsie *°, le retard menta
Méme si plusieurs données suggérent I’implication de facteurs génétiques dans
I’autisme, ce n’est que tout récemment que des génes de susceptibilité a la maladie
ont été identifiés. Tout d’abord, de nombreux loci de susceptibilité ont été rapportés,
pratiquement un sur tous les chromosomes **. Les plus répliqués étant localisés en 7q,
2q, 15q, 16p et Xq °°. Egalement, un grand nombre d’études ont rapporté des taux
¢levés d’anomalies chromosomiques chez les autistes, notamment des duplications,
délétions et translocations le plus souvent sur les chromosomes 2q, 7q, 15q et X 90.97-

191 Enfin, des mutations dans au moins huit génes différents ont été associées a

’autisme (tableau VIII, page suivante).

Bien que ces mutations n’expliquent qu’un faible nombre de cas, elles permettent
néanmoins d’identifier un mécanisme moléculaire sous-jacent, ce qui peut faciliter la
recherche de génes candidats. Par exemple, des mutations dans les deux membres de
la famille des neuroligines (VLGN3 et NLGN4) ont été associées a I’autisme ®,
suggérant ainsi qu’un défaut dans la fonction synaptique pouvait prédisposer a la
maladie. Cette hypothése a par la suite été¢ confirmée par la découverte de mutations

dans d’autres génes synaptiques tels SHANK3 ' et NRXN1 '@,

Plus récemment, des mutations dans le géne RPLI0 ont été identifiées chez des

individus autistes. Ce géne code pour une protéine ribosomale constituant la sous-

4

unité 60s '® et il pourrait avoir un impact sur la cinétique transcriptionnelle des

composants de la surface cellulaire. Les mutations dans RPLI( pourraient donc
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mener a une perte d’arborisation des neurones pyramidaux, ce qui contribuerait a des

By . 1
problémes de connexion entre les neurones 103 105

Tableau VIII: Génes dans lesquels une mutation a été identifiée chez au moins
un patient autiste

Nom du géne Syndrome  Type de mutation  Nombre de cas Référence
CACNAIH TA, CAE Faux-sens 6 106
NLGN3 TA, SA Faux-sens 2 68
NLGN4 TA, SA,RM Faux-sens, del 7 68, 107
NRXNI TA Faux-sens, ins 7 103
MECP2 " TA, SR Faux-sens, 12 108; 109
non-sens, del, ins

SHANK3 TA, SA Faux-sens, del, dup 9 102
RPLIO TA+RM  Faux-sens 2 1
Légende

TA : trouble autistique, CAE : épilepsie de I’enfance avec absence, SA : syndrome
Asperger, RM : retard mental, SR : syndrome de Rett, ins : insertion, del : délétion,
dup : duplication
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1.2 La dyslexie
1.2.1 Historique

Le premier cas de dyslexie a été¢ décrit par un médecin Prussien nommé Johannes
Schmidt en 1676 ''°. Broadbent rapporta en 1872 le cas d’un patient incapable de lire
en dépit de ses habiletés a parler et a écrire. 1l postula alors que la parole et le langage
étaient contrdlés par le lobe frontal gauche '’ En 1877, Kussmaul utilisa les mots
cécité verbale « word blindness » et surdité¢ verbale « word deafness» pour
caractériser une difficulté acquise de lecture chez des adultes avec capacité de parole,
intelligence et acuité visuelle normales '''. Ce n’est qu'en 1884 que le terme dyslexie

HO 11 croyait que ce

fut proposé par un ophtalmologiste du nom de Rudolf Berlin
terme était plus approprié pour décrire un probleme de lecture lié a des bases
neurologiques que le terme cécité des mots. L’intérét pour la dyslexie devint encore
plus marqué suite aux travaux de Morgan et d’Hinshelwood qui rapportérent les
premiers cas congénitaux et familiaux de troubles de lecture. Hinshelwood conclu
alors que ces troubles pouvaient étre héréditaires '''. Plusieurs courants de pensées se
succédeérent au fil des années, en ce qui a trait a I’étiologie des troubles de lecture.
Encore aujourd’hui, il n’existe pas de consensus sur la définition de la dyslexie et
plusieurs termes sont toujours utilisés pour décrire les troubles spécifiques de lecture.

Cette pathologie est répertoriée par I'OMS depuis 1991 en tant que trouble du

développement psychologique.

1.2.2 Phénotype

La dyslexie est un trouble spécifique de I’apprentissage de la lecture ayant une
origine neurologique et qui touche entre 5 a 10% de la population ''?. 11 s’agit du
trouble d’apprentissage le plus fréquent. Bien que plusieurs études démontraient une

'3 des études plus récentes indiquent que la

prévalence égale chez les deux sexes
dyslexie serait plus fréquente chez les gargons 114 Ce trouble est caractérisé par des
difficultés de reconnaissance juste et fluente des mots et par de faibles habiletés

d’épellation et de décodage en dépit d'un quotient intellectuel normal et un accés
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adéquat a |’éducation "5 Ces difficultés résultent habituellement d’un déficit dans la
composante phonologique du langage, ce qui entrave [’habileté de I’individu a
segmenter les mots écrits et a faire la correspondance avec les graphémes (unités
graphiques minimales) et les phonémes (sons d’une langue). D’autres troubles
neurologiques peuvent étre diagnostiqués chez les dyslexiques. En effet, la dyslexie
peut étre associée a des problemes de langage (dysphasie) et de la parole (dyspraxie)

' ainsi qu’a des troubles cognitifs et comportementaux tels le déficit de I’attention

117

e . 18 . . . .
avec ou sans hyperactivité '’ et I’autisme "® Une étude récente a d’ailleurs rapporté

que 51% des enfants atteints de dyslexie souffraient également d’un trouble

spécifique du langage oral e,

1.2.3 Etiologie

Malgré plusieurs années d’investigation dans différents champs de recherche tel que
la neuropsychologie, la neuro-imagerie, l’anatomie cérébrale et la magnéto-
encéphalographie, la cause spécifique de la dyslexie demeure indéterminée.
Cependant I’arrivée de la génétique moléculaire a permis de démontrer que des
facteurs génétiques contribuent a ’apparition de cette maladie. En effet, des études de
jumeaux montrent qu’il existe un degré de concordance de 68% chez les jumeaux MZ
comparé i 38% chez les jumeaux DZ *. Malgré ce fort argument génétique, les
études d’agrégation familiale montrent que la dyslexie ne ségrégue habituellement
pas selon un mode de transmission mendélien simple. Ce trouble d’apprentissage

constitue donc un trait complexe génétique complexe.

Jusqu’a ce jour, plusieurs loci de susceptibilité pour la dyslexie ont été mis a jour,
notamment sur les chromosomes 1p, 2p, 2q, 3p, 6p, 6q, 7q, 11p, 15q, 18p et Xq '**.
Plus récemment, quatre génes candidats ont été associés a la dyslexie; KI440319 **
121 et DCDC2 3% 1% en 6p, DYXICI '2 % en 15q et ROBOI *' en 3p. Tous ces génes
sont hautement exprimés dans le cerveau et les études chez les animaux ont montré

R . . . . N . . . 51-53: 122
que I’inactivation de ces génes méne a des anomalies de migration neuronale 153 122,

126123 1] semble donc que ces génes soient tous impliqués dans les processus de



52

guidance axonale et de migration neuronale (figure 9, page 52). Bien qu’aucune
mutation ayant un impact fonctionnel sur la fonction de ces génes n’ait été identifiée,
ces résultats suggérent que des génes impliqués dans la migration et la maturation
neuronale au cours du développement précoce pourraient jouer un role important dans

’apparition de la dyslexie 126
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Figure 9 : Domaines fonctionnels retrouvés dans les protéines possiblement
impliquées dans I’apparition de la dyslexie
KIAA0319 et ROBO1 sont des récepteurs et des molécules d’adhésion
transmembranaires servant de guide lors de la migration axonale. DCDC2 et
DYXI1C1 moduleraient plutdt des changements au niveau du cytosquelette qui se
traduiraient par une plus ou moins %ra.nde mobilité des neurones en développement.
Tirée de Galaburda AM et al. 2006 .

Ces découvertes tracent un paralléle trés intéressant avec les premiéres observations
de Galaburda. Effectivement, a la fin des années 70, Galaburda et ses collégues ont
trouvé des anomalies de migration neuronale dans quatre cerveaux de patients
dyslexiques 127 Plus précisément, ces anomalies ont été retrouvées de maniére
prédominante en périphérie du sillon latéral de I’hémisphére gauche,
traditionnellement associé au langage. Ces premiéres observations furent par la suite

retrouvées dans trois cerveaux additionnels '%3.
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1.3 Structure et fonctions des synapsines

1.3.1 La synapsine I et la régulation de la fonction synaptique

La synapsine I est le membre le plus étudié€ de la famille des synapsines, une famille
de phosphoprotéines neuronales associées aux VS et impliquées dans la formation
des synapses ainsi que dans la régulation de la relache des neurotransmetteurs. Il y a
trois genes qui codent pour les synapsines (SYNI, SYN2, SYN3). Les synapsines
existent dans tous les organismes ayant un systeme nerveux et elles sont hautement
exprimées dans le SNC. Leur conservation a travers 1’évolution, leur distribution aux
boutons terminaux, ainsi que leur association spécifiques aux VS suggérent qu’elles

jouent un rdle central dans la régulation des échanges entre les neurones > 1%,

Au point de vue structural, les synapsines ont plusieurs domaines conservés (figure
10) et possédent de nombreux sites de phosphorylation pour une variété de kinases

(figure 11, page suivante).

Figure 10 : Domaines fonctionnels des isoformes de la famille des synapsines
Tirée de Kao H.T et al. 1999 '*°.
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Figure 11 : Sites de phosphorylation de la synapsine I
Tirée de Yamagata Y. 2003 ',

Abréviations; MAPK : « mitogen-activated protein kinase »;, PKA :proétine kinase
A; CaMKI : protéine kinase I Ca**/calmoduline-dépendante; CaMKII : protéine
kinase II Ca**/calmoduline-dépendante; Cdk5 :protéine kinase cycline-dépendante 5;
PrP2A :protéine phosphatase 2 A; PrP2B :protéine phosphatase 2 B

De fagon générale, ces nombreux sites de phosphorylation assurent la régulation de la
fonction des synapsines par un cycle continuel de phosphorylation/

déphosphorylation (figures 12 et 13, page suivante).

La synapsine I se lie au cytosquelette d’actine et aux VS de I’élément présynaptique
sous sa forme non phosphorylée. Par une entrée massive d’ions Ca** dans I’élément
pré-synaptique, la CaMKI et la PKA phosphorylent la synapsine I qui reldche du
méme coup les VS préalablement liées *2. Les VS sont par la suite transportées a la
membrane synaptique ou elles se fusionnent & la membrane et procedent a

I’exocytose des neurotransmetteurs.
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Exocytoze Cytosquelette

Figure 12 : Mécanisme de phosphorylation de SYNI
Tirée des notes de cours de neurobiologie du professeur Jean-Marc Mienville "
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Figure 13 : Modéle schématique du processus d’exocytose/endog'tose des VS
Tirée de Benfenati, F., Onofti, F., et Giovedi, S. 1999
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Le transport des VS a la membrane est assuré par plusieurs protéines, dont la plus
importante la synaptotagmine qui s’associe au Ca®" pour former un pore de fusion
avec la membrane synaptique. Ce travail est facilite" par |’association de la
synaptotagmine avec les protéines du complexe SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor Attachment protein Receptor). A la suite du relargage de
neurotransmetteurs, le complexe SNARE se détache de la VS pour permettre sa
recapture pour une seconde ronde d’exocytose (« ready releasable pool ») ou pour

utilisation ultérieure (« reserve pool ») (figure 13, page précédente).

De nombreux travaux ont été réalisés sur les différents roles des synapsines. De fagon
générale, les études suggerent que la synapsine I n’est pas essentielle aux mécanismes
fondamentaux d’exocytose, d’endocytose et de recyclage des VS. Toutefois, son
absence ou la perturbation de sa fonction crée une réduction du nombre de VS a
I’élément présynaptique, abaisse le contenu du pool de réserve des VS et altere la
plasticité synaptique a court terme *">% *>1%° De plus, un phénotype épileptique est

139 Cette derniére

. , . 7-39:

observable chez la souris dépourvue de synapsine I 37-39:

observation est probablement reli¢e a la démonstration qu’en 1’absence de SYNI, la

transmission synaptique aux synapses inhibitrices est profondément réduite
. . o oo 129; 140

comparativement a celle enregistrée aux synapses excitatrices . Cela a pour

conséquence de créer un déréglement de la balance inhibition/excitation, a la base de

la formation du phénomeéne épileptique '*'.
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1.3.2 Les synapsines II et III

I1 semblerait que la synapsine Il partage plusieurs propriétés avec son homologue, la
synapsine 1. Effectivement, I’absence de SYNI, de SYN2 ou de SYN1/ 2 chez la souris
résulte en un phénotype épileptique, une diminution du nombre de vésicules
synaptiques (VS), une perturbation de la relaiche de neurotransmetteurs et une
dépression synaptique 3% 13, Malgré cette redondance, des études au niveau cellulaire
ont montré que les synapsines [ et II jouent des roles différents durant le

14 e . . , . \
1 "2 Ainsi, il semble que la synapsine II soit nécessaire 4 la

142; 143

développement neurona

formation et au bon maintient des synapses alors que la synapsine I semble étre

davantage importante pour la formation des axones "**144,

En ce qui concerne la synapsine III, elle jouerait un réle synaptique distinct si ’on se
fie 4 son profil d’expression et a sa distribution cellulaire '*°. En effet, contrairement
aux deux autres synapsines, la synapsine III est exprimée trés tdt durant le
développement neuronal et son expression diminue dans les neurones matures 1 De
plus, contrairement aux souris « KO » pour SYNI, SYN2 ou SYNI/2, les souris
dépourvues de SYN3 n’ont pas de phénotype épileptique. Egalement, les souris
n’exprimant pas SYN3 montrent un délai de croissance des neurites en plus d’une

135

augmentation de la taille du pool de recyclage des VS 3% 13 Finalement, la

phosphorylation de la synapsine III est inhibée par une entrée de Ca*" alors que

Ientrée de Ca** induit la phosphorylation de la synapsine I 146,
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2. Projet de recherche

2.1 Problématique

L’autisme et la dysléxie sont des conditions neurologiques hétérogénes avec une
hérédité complexe. Plusieurs évidences suggerent que les troubles du développement
du langage dont la dyslexie sont des phénotypes ihtermédiaires a lautisme
(endophénotypes), ce qui pourrait impliquer une base moléculaire commune pour ces
deux maladies du développement cérébral. Jusqu’a présent quelques geénes
prédisposant a ces maladies ont été identifiés, mais ils n’expliquent qu’une minorité
de cas. Nous croyons que des grandes familles comme celle présentée au chapitre 1,
ou plusieurs phénotypes sont présents, peuvent contribuer a mieux comprendre les

bases génétiques communes a ces différentes maladies neurodéveloppementales.

2.2 Hypothése

Notre hypothése est que des mutations additionnelles dans SYNI pourraient étre
associées a 1’épilepsie, a I’autisme ou a la dyslexie. De plus, compte tenu de leur grande
homologie et de leur role présynaptique, il se pourrait que des mutations dans 1’un ou
’autre des génes codant pour les autres membres de la famille des synapsines, c’est-a-

dire SYN2 et SYN3, soient également associées avec 1’épilepsie, 1’autisme ou la dyslexie.

2.3 Objectifs

Les objectifs de ce projet sont de déterminer si des mutations dans les génes de la

famille des synapsines sont associées a ’épilepsie, I’autisme ou la dyslexie.
s y
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2.4 Pertinence et retombées

L’identification et la caractérisation des molécules mutées impliquées dans le
développement des ces conditions neurologiques vont améliorer notre compréhension
de ces maladies. Grace a une meilleure compréhension des bases génétiques de ces
maladies, nous serons en mesure d’offrir des conseils génétiques aux individus
atteints ainsi qu’aux membres de leur famille, incluant des tests diagnostics basés sur
I’ADN. De plus, un diagnostic précoce pourra étre posé et cela facilitera 1’insertion
sociale des patients grice a une thérapie éducative appropriée dés le jeune age et ainsi
prévenir certaines conséquences sociales et psychologiques associées aux troubles

d’apprentissage.
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3. Matériel et méthodes

3.1 Recrutement des patients

Les protocoles de recherche ont ét€¢ approuvés par le Comité d’éthique du Centre
hospitalier de I’'Université de Montréal. Les patients épileptiques ont été recrutés a la
Clinique d’épilepsie de I’Hopital Notre-Dame. Les différents syndromes épileptiques
ont été déterminés selon les critéres de la classification internationale des syndromes
épileptiques 7. Seuls les patients avec sclérose de 1’hippocampe confirmée par I'IRM

ont été sélectionnés pour la recherche de mutations.

* Les patients autistes, ainsi que leurs parents, ont été recrutés.a partir de cliniques
spécialiéées dans le diagnostic des TED, de centres de réadaptation et d’écoles A
spécialisées des régions de Montréal et de Québec. Le diagnosﬁc a été posé a I’aide
des tests ADI-R et ADOS par des pédopsychiatres et neuropsychologues spécialisés

dans |’évaluation des troubles du spectre de 1’autisme, selon les critéres du DSM-IV.

Un prélévement sanguin a été obtenu chez les individus ayant donné leur

consentement et I’ ADN fut extrait a 1’aide de protocoles standard.

L°’ADN des patients dyslexiques nous a été fourni par Wendy H Raskind de
I’Université de Washington. La caractérisation clinique de ces individus a déja été

décrite >,
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3.2 Amplification par PCR

Pour chacun des génes de la famille des synapsines, la recherche de mutations a été
réalisée en dessinant des paires d’amorces en vue d’amplifier des fragments d’environ
500 pb & partir de ’ADN génomique des trois génes (NM_006950, NM 133625,
NM_003490). Les paires d’amorces ont été dessinées de maniére a cribler tous les
exons, ainsi que les régions non traduites en 3’ et 5°. Les séquences ont été
déterminées a 1’aide du logiciel Exon primer disponible sur la base de données de
UCSC (http://genome.ucsc.edw/). La séquence spécifique de chacune des amorces est

fournie en annexe (pages 83-84).

Tous les fragments d’ADN génomique ont €té amplifiés par PCR dans un volume de
réaction de 30 pL contenant 30 ng d’ADN, 0.25 mM de dNTPs, 1 X de tampon taq
contenant 15 mM de MgCl,, 0.375 U de Taq polymérase (Qiagen) et 1 pmol de
chaque amorce. Afin d’améliorer la qualité des produits de PCR, de la bétaine
(Qiagen) et du MgCl; ont parfois dii étre ajouté a raison de 1 X pour la bétaine et de
25 mM pour le MgCl,. L’amplification a été effectuée dans un appareil GeneAmp
PCR System9700 (Applied Biosystems) selon des protocoles standard. La majorité
des exons ont été amplifiés selon les paramétres suivants : dénaturation initiale de 5
min a 94°C, 35 cycles d’amplification (dénaturation de 35 sec a 94°C, hybridation de
35 sec a X°C et élongation de 35 sec & 72°C) puis une extension finale de 7 min &
72°C. Les températures d’hybridation et le détail de ces protocoles sont fournis en
annexe (pages 83-85). Les amplicons ont été vérifiés par électrophorése sur gel
d’agarose 1.8% puis envoyés pour le séquengage a la plateforme du Centre
d’Innovation de Génome Québec a 1’Université McGill. Les chromatogrammes ont
été analysés et comparés a la séquence théorique disponible sur UCSC en utilisant le
logiciel Seqman de la suite DNAStar. Les mutations ont été confirmées par
séquengage du brin complémentaire et les parents furent également séquencés afin de

déterminer la transmission.
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3.3 Interprétation des résultats

Tout d’abord, nous avons considéré comme étant des mutations, les variants non
répertoriés dans les bases de données et absents chez les contrfles testés. Un
séquencage du brin complémentaire a également été effectué pour s’assurer de la
véracité de chaque mutation. Puis, afin d’évaluer I’impact de la mutation, nous avons
étudié la ségrégation de la mutation dans la famille de I’individu ainsi que la
conservation de 1’acide aminé a travers 1’évolution. Des outils bioinformatiques ont
également été utilisés afin de déterminer 1’impact fonctionnel de chaque mutation et
aussi pour émettre des hypothéses sur les mécanismes d’action pouvant mener au
phénotype rencontré. Ces outils sont le site ELM pour la prédiction des sites

fonctionnels & l’intérieur des protéines (http://elm.eu.org), les algorithmes SIFT

(Sorting Intolerant From Tolerant; http://blocks.fhcrc.org/sift/STFT.html) et Polyphen

(http://genetics.bwh.harvard.edu /cgibin/pph/polyphen.cgi), le serveur Mfold3.2

(http://www.bioinfo.rpi.edu/ applications/mfold/ma/forml.cgi) et les outils ESE
finder version 2.0 (http://rulai.cshl.edu/tools/ESE2/index.html) et Reg RNA
(http://regrna.mbce.nctu.edu. tw /html/prediction.html).

Plus précisément, le site ELM a été utilisé pour déterminer les motifs fonctionnels
présents au niveau protéique. Les résultats ont été générés en utilisant les identifiants
Swiss-Prot de chacune des synapsines (P17600 pour SYNI, Q92777 pour SYN2 et
014994 pour SYN3) et en ne spécifiant aucun compartiment cellulaire. L’effet des
substitutions d’acides aminés a été évalué par les algorithmes SIFT et Polyphen selon
les instructions fournies via leur site internet. L’impact sur le repliement de I’ARNm
a été déterminé par le logiciel Mfold version 3.2. Finalement, la perte ou la création
possible de motifs ou d’éléments régulateurs au niveau de ’ARN a été prédite par
une combinaison des sites ESE finder et Reg RNA. Malgré toutes ces analyses, il faut
préciser que nous ne pouvons €liminer la possibilité que certaines des mutations
identifiées dans ce chapitre soient des polymorphismes rares. A cette fin, des études

fonctionnelles en vue de vérifier si ces mutations perturbent la fonction des
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synapsines ont été initiées. Cependant, sauf pour la mutation S¥YNIqsssx présentée au

chapitre 1, ces résultats préliminaires ne seront pas présentés dans ce mémoire.



4. Résultats
4.1 Recherche de mutations dans SYNVI1

4.1.1 Cnblage des individus épileptiques

Un total de 63 individus (31 H et 32 F) épileptiques avec sclérose de I’hippocampe
ont été testés pour des mutations dans SYV/. Une mutation faux-sens (p.A550T) aété
découverte dans 1’exon 12 de SYN! chez deux patients (1 H et 1 F). Cette mutation
n’a pas été retrouvée chez les 449 chromosomes contrdles que nous avons séquences.
Cet individu atteint a un autre frére atteint d’épilepsie qui est décédé et dont I’ADN

n’a pu &tre testé. Egalement, les parents non atteints n’ont pu étre testés (figure 14).

INnd: 26755, épilepsie

1
Ind: 23679, autisme + &pilepsie

[iié ﬁ/A%OT DI& T@ﬁ_‘[@

v
> &

N

(5 | Non atteint

ASSOT . Alteint

NT
% l:] Difficultés d’apprentissage
;_j) HE% m Alteint selon les dires
ASE0T N ASS0T  NT

N:nomal NT:Non testé

Figure 14 : Pedigree des familles portant la mutation SYNI sssor
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4.1.2 Cnblage des individus autistes

Un total de 191 autistes (189 H et 2 F) ont €té testés pour des mutations dans SYNI.
Au total, nous avons identifié trois mutations faux-sens dans cette cohorte (tableau X,
page 68). Toutes les mutations détectées ont été transmises par la mére. Deux de ces
mutations (p.A51G et p.T567A) ont été retrouvées chez un méme individu atteint. La
mutation p.T567A a également été détectée chez un autre autiste. Finalement, nous
avons trouvé la mutation p.AS50T, préalablement identifiée chez deux patients
épileptiques, chez un individu autiste. Puisque les trois mutations identifiées étaient
localisées dans les exons 1 (p.A51G) et 12 (p.A550T et p.T567A), nous avons
séquencé ces deux exons chez 150 autistes supplémentaires (109 H et 41 F) afin de
déterminer la fréquence de ces mutations pour toute la cohorte d’autistes. Cela n’a
pas permis de repérer la mutation A51G alors que la mutation A550T a été décelée
chez une autiste avec épilepsie nocturne. En ce qui concemne la mutation T567A, elle
a été identifiée chez un autiste supplémentaire. Aucune de ces mutations n’a été
découverte chez les 449 chromosomes contréles que nous avons séquencés pour

I’exon 12 et chez les 418 pour I’exon 1.

Ind: 17851, autisme Ind: 19718, autisme
N A51G NT NT N T567A
-+
TS67A
‘w7 “m
A‘i‘lG NT NT A NT
TSE7A

[ | Non atteint
- Atteint N Normal
I Atteint selon les dires NT:Non testé

Figure 15 : Pedigree des deux familles porteuses-de la mutation SYN11s674



Tableau IX : Haplotypes retrouvés chez les familles avec des mutations dans SYV/
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4.1.3 Criblage des individus dyslexiques

Tel que mentionné au chapitre 1 (page 27), aucune mutation n’a été identifiée dans
SYNI chez les 96 hommes dyslexiques provenant de la cohorte du Dr Wendy H.
Raskind. Puisque la dyslexie était plutdt associée aux femmes de la famille étudiée au
chapitre 1, nous avons test¢ des femmes dyslexiques (n=59) pour des mutations dans
SYNI. Nous avons identifié une mutation synonyme (c.1569G>A) dans 1’exon 12
d’une patiente. Le séquengage de cet exon chez les autres membres de sa famille a
permis de détecter la mutation chez son pére ainsi que chez ses deux sceurs
dyslexiques. La mere et le frére de cette patiente, tous deux non atteints ne sont pas
porteurs de cette mutation (figure 16). Cette mutation n’a pas €té retrouvée chez les

449 chromosomes contrdles que nous avons séquenceés.

Ind: 15, dyslexie C.1569G>A, p.AS23A
D O Hormo sapiens
A GG Bos taurus
& ‘ ‘é Rattus norvegicus
7 MG NG AG G Mus musculus
Aa Aa Pro
ANy
GCCGCGCCG
[ ] Non atteint
B Ateint Ala Aa Pro
GCCGCACCG

Figure 16 : Mutation synonyme ¢.1569G>A retrouvée chez une famille avec
dyslexie



A~

68

Plus de détails concernant ces mutations (nomenclature, transmission, nombre de

contrdles testés) sont disponibles dans le tableau X.

Tableau X : Mutations identifiées dans SYNI chez des patients épileptiques,
autistes ou dyslexiques

Ind Sexe Exon ADNc Protéine  Phénotype Transmission # Chrom.
contrdles
26755 H 12  c.1648G>A pA550T  Epilepsie Meére 449
14026 F 12 c.1648G>A p.A550T Epilepsie Inconnue 449
23679 F 12 c1648G>A p.A550T  Autisme + Meére 449
Epilepsie
17546 H 12 c.1648G>A  p.A550T Autisme Mére 449
17851 H 12 €.1699A>C p.T567A Autisme Mére 449
19718 H 12 c1699A>C p.T567A Autisme Mére 449
14858 M Sutr c.-99C>T NIL Autisme Mére 418
18125 M Sutr c.-54C>T NIL Autisme Mére 418
17851 H 1 c.152C>G p.A51G Autisme Meére 418
15 F 12 c.1569G>A NIL Dyslexie Pére 449




69

4.2 Analyse in silico des mutations identifiées dans SYNI

Tout phénotype confondu nous avons identifi€¢ un total de trois mutations faux-sens
(p-A51G, p.A550T, p.T567A) et une mutation synonyme dans SYN/ (c.1569G>A).
La figure 17 montre les électrophorégrammes des trois mutations faux-sens ainsi que
I’alignement des séquences protéiques correspondantes retrouvées chez d’autres

espéces. L’anlayse in silico pour ces mutations est détaillée ci-bas.

SYN1
| AS16
noma .

E B EWE T R Homo sapiens PGPGTRERSSG
l Bos tauns TGPARRERASS
l&yy!yyyyyyy Rathus norvegicus PGSASRERAST
AS1G ‘ Mus musculus PGSASEERAST

normal AS0T
GCCcBCCTCTC Homo sapiens PARPPRSPSPQR

b Bos taurus PTRPPSPSPQR
VVUVMYbJLiyL Ratwsnoregkus ~ PARPPISPSPQR
o i Mus musculus PARPPISPSPQR

------

nomal MMM TS67A

Gccoc@CCTCoTC Horno sapiens QAT RS Vs @

| Bas tauns QATRQES VS &

WVVW\/M Rathus narvegicus QATRQASIS@

T567A Mus musculus QATRQASI SG-
g cte a=zCcTETE

Figure 17 : Mutations identifiées dans SYNI
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4.2.1 Mutation A550T

En ce qui a trait aux analyses in silico, le site ELM et de nombreuses études > '’
suggerent que I’acide aminé 550 fait partie d’un motif de reconnaissance pour
plusieurs phosphorylations, notamment par les kinases CDK et les MAPK. De plus,
en raison de la présence de nombreuses prolines, cette région serait aussi impliquée
dans la liaison des domaines SH3 de d’autres protéines. Quant aux résultats générés
par les outils SIFT et polyphen, le premier a prédit un changement toléré par la
protéine avec un résultat de 0.41 tandis que polyphen n’a pas été en mesure de prédire

son effet.

4.2.2 Mutation T567A

Contrairement a 1’alanine en position 550, la thréonine en position 567 est moins bien
conservée entre les espéces (figure 17, page 69), ce qui laisse présumer un réle moins
essentiel au bon fonctionnement de la protéine. Malgré cette faible conservation, il
semble que cet acide aminé fait partie d’un motif de reconnaissance (aa 564-570)
pour une phosphorylation par la PKA (ELM), en plus d’étre a proximité d’un site de
phosphorylation pour la CaMKII 198 11 semble aussi que la kinase GSK3 pourrait
phosphoryler SYNI/ a cet endroit (aa 561-568). Cette région du domaine D est
également riche en proline, motif connu pour ses interactions avec les domaines SH3
de différentes kinases, protéines adaptatrices et protéines associées aux VS. En ce qui
a trait aux prédictions de SIFT et polyphen, SIFT prévoit que la mutation sera tolérée

par la protéine (0,71) alors que polyphen ne peut prédire son impact.
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4.2.3 Mutation A51G

Tel que montré sur la figure 14 (page 64), I’individu autiste 17851 est également
porteur d’une autre mutation, soit la A51G. Cet acide aminé est bien conservé a
travers les espeéces, tel que montré dans la figure 17, page 69. Cette alanine semble
faire partie d’un site de reconnaissance (aa 47-54) pour une phosphorylation par la
GSK3 (ELM). Néanmoins, SIFT prévoit que cette mutation sera tolérée (0,41) par la
protéine alors que polyphen prédit un impact bénin. Cependant, il est possible que
I’addition de deux mutations dans SYNI (A51G et T567A) chez un méme individu

puisse causer un dysfonctionnement plus marqué de la fonction de cette protéine.

4.2 .4 Mutation ¢.1569G>A

Cette mutation montre une assez bonne ségrégation avec la dyslexie dans une petite
famille (figure 16, page 67). Il a déja été rapporté que les mutations synonymes
pouvaient affecter la cinétique traductionnelle et ainsi contribuer a la maladie '*.
Toutefois, ’alanine en position 523 n’est pas un acide aminé conservé a travers les
especes et ne semble pas résider dans un site régulateur d’épissage (ESE finder, Reg
RNA) ni dans un site fonctionnel connu (ELM). La prédiction de la structure
secondaire de I’ARNm n’a pas semblée modifiée comparativement & la structure

secondaire de I’ARNm de type sauvage (MFold).

4.2.5 Mutations des régions non-traduites

En plus des mutations décrites ci haut, deux variants localisés dans la région non
traduite en 5° ont été détectés chez des patients autistes (c.-99C>T et ¢.-54C>T). Ces
variants n’ont pas €té retrouvés chez les controles (n = 418 chromosomes). Les
alignements de séquences réalisés a partir de différents ARNm ont montré que ces

nucléotides ne sont pas conservés a travers les espéces. De plus, la structure de
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I’ARNm ne semble pas affectée par ces mutations (résultats non montrés). Toutefois,
I’outil ESEfinder suggéfe que le variant ¢.-99C>T supprime un site de régulation de
I’épissage (exonic splicing enhancer). En effet, le motif de reconnaissance CGTGTC
est changé pour CGTGTT et ne devrait plus étre reconnu par la protéine SRp55, qui

fait partie d’une famille conservée de facteurs d’épissage.

4.3 Recherche de mutations dans SYN2

4.3.1 Criblage des individus épileptiques et autistes

La recherche de mutations dans SYN2 s’est déroulée comme pour SYNI. Cependant,
I’ADN était de moins bonne qualité, ce qui a restreint le nombre de patients testés. De
plus, I’'exon 1 de S¥YN2 n’a pu étre analysé en raison de notre incapacité a I’amplifier

par PCR.

Une seule mutation a été identifiée chez les patients épileptiques, il s’agit de la
mutation P253A. Elle a été découverte chez le patient déja porteur de la mutation
SYN1ass01. Cette mutation s’est avérée absente dans les 278 contrOles testés. Le

pedigree de cette famille est montré 4 la figure 18.

o
mp Sl e

N SYNlssor SYN1aeor
SYN2, 524 SYN2 524

[ ] Non atteint

B Aeint N:Normal

Figure 18 : Pedigree de la famille avec la mutation SYN2p2s3a.
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Chez les individus autistes, nous avons détecté une délétion de 7 pb dans ’exon 2 de
SYN2, qui prédit un décalage du cadre de lecture menant a un codon stop prématuré a
I’acide aminé 199. Cette mutation a été trouvée a 1I’état hétérozygote chez un autiste
ainsi que chez sa mére non atteinte. Le séquengage de 161 ADN contrdles n’a pas
permis d’identifier cette mutation dans notre population. Le pedigree de cette famille

est montré dans la figure 19 C.

Egalement, nous avons trouvé deux mutations faux-sens soit p.Y236S et p.G464R
(figure 19). Ces deux mutations n’ont pas été retrouvées dans les contrbles que nous

avons testés (278 pour I’exon 6 et 253 pour 1’exon 13).

Ind:24579, autisme - Ind:17205, autisme Ind: 24053, autisme

A DTO B JZLl—Q cC—O
N Y2365 G464R N | Ao4ts199X
4 - e
' Y236S G4M4R

AAfs199X NT

] Non atteint N:Normal
-l Atteint NT:Non testé

Figure 19 : Pedigree des familles autistes porteuses des mutations SYN2vi365 (A),
SYN2G464r (B) et SYN2x0455199x (C)

4.3.2 Criblage des individus dyslexiques

Etant donné que nous n’avons pas identifié de mutation significative dans SYNI chez
les dyslexiques, et que les quantités d’ADN étaient plus limitées pour ces individus,

nous n’avons pas poursuivi le criblage de SYN2 dans cette cohorte.
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Plus de détails concernant les individus porteurs des mutations dans SYN2 sont

disponibles dans le tableau XI.

Tableau XI : Mutations identifiées dans SYN2 chez des patients épileptiques
ou autistes

Ind Sexe Exon  ADNc Protéine  Phénotype Transmission # ADN
contrbles
26755 H 6 c.757C>G p.P253A Epilepsie Mere 278
24053 H 2 c.282>del  p.A94fs Autisme Mere 161
7pb 199X

24579 H 6 c.707A>C p.Y236S Autisme Mére 278

17205 H 13 ¢.1390G>C p.G464R Autisme Mere 253
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4.4 Analyse in silico des mutations identifiées dans SY/N2

Nous avons identifié un total de quatre mutations dans SYN2 : une délétion qui prédit
un décalage du cadre de lecture menant a une protéine tronquée (p.A94fs199X), ainsi
que trois mutations faux-sens (p.Y236S, p.P253A et p.G464R). La figure suivante
montre les électrophorégrammes des séquences contenant les mutations, de méme

que la conservation des acides aminés a travers les especes.

SYN2
g % 199
3 563
nomal XML XVAV VY YV Y K QT AASAGL..NEDFR..SD?®
CHDSERATIES MG CAG ACG GLC GLC TCG &CT GEC CTG ... ART GAG GAC TTC (G ... TCA GAT TAG
| K QT ALAWWT..T S AT:®
At MG CAG MG 606 (TG GEC T6G TG AGG ... ACT TCC GCC ACC TGA

199X CCAGCNNAGTC

nomal Hamosapiens QLYNYKILGG

TCTTATAGATA Rattus narvegicus FMVAIFKILGG

‘ Mus muscul us QMVAI FKTLGG
Yenopus laevis  QLISACKLLGP
Y2365 Dania rerio CLINTYKRGQ

TCTTANAGATA

- (Wig““fvo/\ P53
normal L Hamo sapl ens ETYYPNHER

" CCERACC Rattus morvegicus EQTYYPNHREM
‘ Mus musculu s EQ YYPNREM
_— \ Xenopus laevls  ECTYYPNIKEM

CTACNCCAACC Ganlo rerfo EQFYPNYKEM

) QQN\MS GleAn
normal - - Homo saplens RRQPQGMIPRG

CCoraeeraTs Rattus norvegicus FIQPQGMQPRG
Mus musculus ----- C1Q---
‘ Xenopus |aevis  EPLVQTMQIPE
Canio rerlo YTAVQP MAKQR
CEANGLATS

Figure 20 : Mutation identifiées dans SYN2

G464R

cc
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4.4.1 Mutation P253A

Cette proline en position 253 est bien conservée a travers les espéces. Selon les
prédictions féites par I’algorithme SIFT, la substitution d’une proline pour une
alanine a cette position affecterait la fonction de la protéine (0,02). Par contre,
polyphen prétend qu’il s’agit d’'un changement bénin (1,13). En ce qui a trait aux
possibleé domaines fonctionnels présents dans cette région, le site ELM n’en

reconnait aucun.

4.4.2 Mutation A94fs199X

La perte de 384 acides aminés contenus dans les domaines C, G, H et E de la protéine
(isoforme a) ainsi que 1’altération des 104 derniers acides aminés de la protéine
tronquée sont susceptibles d’affecter grandement toutes les fonctions de SYN2. En
effet, les domaines C et E sont conservés a travers tous les isoformes (a)dela
famille des synapsines et de nombreux domaines fonctionnels sont présents dans ces
régions dont notamment des sites de phosphorylation pour les kinases CDK1, CKl,
CK2, PKA et MAPK ainsi que de nombreux sites de liaison pour les domaines SH3

(ELM). Quant aux domaines G et H, leur fonction demeure largement indéterminée.

4.4.3 Mutation Y2368

La substitution d’une tyrosine non conservée (figure 20, page 75) pour une sérine en
position 236 serait possiblement dommageable selon polyphen (1,66). Il est
vraisemblable que cette prédiction soit attribuable a la possible création d’un site de
phosphorylation pour une Ser/Thr kinase. Cependant, SIFT indique que cette
substitution sera tolérée (0,40). Quant a 1’analyse des domaines fonctionnels, ELM
n’en repére aucun dans cette région. Toutefois, ce domaine ( C ) est le plus conservé a

travers les synapsines, ce qui suggere une fonction commune aux trois synapsines.
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4.4.4 Mutation G464R

Tout comme pour la tyrosine en position 236, la.glycine en position 464 n’est pas
conservée a travers les espéces (figure 20, page 75). Par contre, dans le cas de cette
mutation (p.G464R), il s’agit d’un changement non conservateur puisque la glycine
est un acide aminé non chargé alors que I’arginine est chargée positivement. Cela
pourrait affecter le repliement de la protéine (MFold) et ainsi dissimuler ou libérer
des sites d’interactions importants. Toutefois, selon ELM, cette région ne semble pas
contenir de domaines fonctionnels importants. D’ailleurs, peu d’informations sont

disponibles concernant le domaine G, domaine spécifique 4 la synapsine II. De plus,
| SIFT prévoit que ce changement sera toléré alors que polyphen ne peut predire son

impact.
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4.5 Recherche de mutations dans SYNV3
4.5.1 Criblage des individus épileptiques et autistes

La recherche de mutations dans SYN3 s’est déroulée comme pour SYN!. Cependant,
comme pour SYN2, I’ADN était de moins bonne qualité, ce qui a restreint le nombre
de patients testés. Aucune mutation n’a pu étre trouvée chez les patients épileptiques
(n=48). En revanche, nous avons détecté trois mutations faux-sens chez des patients
autistes, dans les exons 1, 7 et 13. La mutation dans I’exon 1 (p.A15V) a été
identifiée chez un autiste et chez sa meére non atteinte. L’ ADN de la sceur non atteinte
n’était pas disponible (figure 21 A). Quant a la mutation dans I’exon 7 (A277T), elle
a été identifiée chez une autiste ainsi que chez sa mére qui aurait des problémes de

langage (figure 21 B).

Ind: 19505, autisme Ind: 17572, asperger + ADHD

A O B [}+©
N A15V N A277T
“m O N Jutele
A5V  NT AZ77TNT NT NT
[] Non atteint
H Atteint

B Difficultés d’apprentissage
Nnoma NT:Non testé

Figure 21 : Pedigree des familles porteuses des mutations SYN351s5v(A) et
SYN3 277 (B)
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“En ce qui a trait & la mutation dans I’exon 13, il s’agit d’une substitution d’une
arginine (résidu polaire chargé) pour une proline (non polaire) en position 554
(p.R554P). Cette substitution a été identifiée chez un autiste du premier groupe testé
puis chez un autre autiste lors du séquengage de l’ekon 13 chez 144 patients
additionnel (figure 22). Ceﬁe deuxiéme ronde de séquengage n’a pas permis de
trouver de mutations supplémentaires chez les 115 individus testés pour ’exon 1 et

les 130 individus testés pour I’exon 7.

Ind: 17861, autisme Ind: 17736, autisme
N |R554P ' N R554P
NT R554P NT R554P
] Non atteint N:Normal
B Atieint NT:Non testé

Figure 22 : Pedigree des familles porteuses de la mutation SYN3gssqp
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4.5.2 Criblage des individus dyslexiques

Etant donné que nous n’avons pas identifié de mutation significative dans SYN/ chez
les dyslexiques, et que les stocks d’ADN étaient plus limités pour ces individus, nous

n’avons pas poursuivi le criblage de SYN2 et de SYN3 dans cette cohorte.

Plus de détails concernant les individus porteurs des mutations dans SYN3 sont

disponibles dans le tableau XII.

Tableau XII : Mutations identifiées dans SYN3 chez des patients autistes

Ind .. Sexe Exon ADNc Protéine  Phénotype Transmission # A[?N
~_contrbles
19505 H 1 c.44C>T p.A15V Autisme Mere 334
17572 F 7 ¢.B29G>A  p.A277T Autisme Mere 376
17736 H 13 ¢.1661G>C p.R554P Autisme Méere 327

17861 H 13 c¢.1661G>C  p.R554P Autisme Mére 327
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4.6 Analyse in silico des mutations identifiées dans SYN3

Nous avons identifié un total de trois mutations faux-sens dans SYN3. La figure
suivante montre les €lectrophorégrammes des séquences contenant les mutations ainsi

que la conservation des acides aminés a travers les espéces.

A1SY

SYN3
normal M[\M AlSY
Sk BE S GCER B CR Homo sapi ens DSS FMJINLPN G
{ Rattus norvegkus DSSFY INLPNG
Mus musculu's DSS FY INLPNG

Xenopus laevls  DSSFV |JNLPNG

CATGGNIZTARC

normal MIWWVV‘W rm

SATESEEERARA Homo saplens SWAMRKTYAT

| Rattus noryegicus  SYAMBKT YAT

Mus musculus SYWAMBKT YAT

A27TT Yenopus laevis SYWAMBKTYVT

CATGNCCAAMAAAR

My
normal RS54P

CCAGCGTGGGA Homa sapi ens SDTSQRGTPSE

‘ [VV\ Rattus norvegicus SDTSHREGTPSE
3 v { Mus musculus SDTSHGTPSE
RSS4P y Yenopus laevls SDPSAQS TGN

CCAGCNTGGGA

Figure 23 : Mutations identifiées dans SYN3



82

4.6.1 Mutation A15V

"Concernant cette mutation, I’alanine présente a la position 15 est bien conservée a
travers les espéces (figure 23, page 81) et est localisée dans le domaine A -de la
protéine (voir figure 10, page 53), plus précisément dans ce qui semblerait étre un site
de liaison pour la kinase CKI1 (selon ELM). De plus, le serveur SIFT prédit une
altération de la fonction de la protéine pour cette mutation. On se rappellera que le
domaine A de la protéine est impliqué dans les mécanismes de relache de

neurotransmetteurs et ce de maniére phospho-dépendante.

4.6.2 Mutation A277T

A premiére vue, cette mutation ne semble pas résider dans un site fonctionnel de la
protéine, ce qui est consistant avec les résultats obtenus par SIFT (tolérée) et
polyphen (bénigne). Cependant, les prédictions de structures faites par Mfold
suggerent tll’l changement dans la structure secondaire de I’ARN (résultat non

montré). A noter que cet acide aminé est conservé a travers les especes (figure 23,

page 81).

4.6.3 Mutation R554P

Ce résidu est conservé a travers les espéces et est localisé dans le domaine E de la
protéine. SIFT prédit que ce changement sera toléré alors que polyphen ne peut
prédire son impact. Il est possible que la structure de la protéine soit affectée par le

changement de charge des acides aminés.



5. Annexe

5.1 Séquences des amorces

83

Tableau XIII : Séquences nucléotidiques des amorces utilisées pour I’amplification
des exons de SYNI

SYN1
Exon

Primer ( 5° > 37)

Forward

Reverse

NOoONn A WN—

8/9
10
11

121

122
13

CTCGCCGGTCCCCCGCAAACTCC
TTTTGCAACTCCATGAGGATTACA
CTCTCCAGGGCAAAATACTTCAA
ACCAGGTGGGCAGAGGGTAGAAA
GACAAGCCCTGGGTGGTAAGTAAC
GGGCCCGGAGGTGGAGACAC
GCGCCTTGGCATGTCCACCTA
CGAGCCCTTCATCGATGCCAAATA
GCCCATGGGCCCTAATTTGCTGAG
CTGCCCCGCCCCTGGGAACAG
GCCCGCCCGCCTCTCCGTCTCC
GGCGGTCGCAGTCCCCTCCCTCAG
CAGGCCCATGGTGGCAGGTG

GGGCGGGGCACAGAGGAAGCATCC
CATGGGCCACAAGGTTGAGAT
TGGGGTCCCTGGCTCTTT

"TGGGCAAACTATGAGAACCAGGAG

GGAAATTCACGGTAGACCCTATCA
GAAAAAGGGGTCGATGAGGTCAGC
ACCCCCGCTTCCCCTCACAC
CCTCGCCATTCACCAAGATGTCTC
GCGGGGCAGGGAGGTGCTC
GCTGGGGCGCTGAGGTGGGACTT
CTTGGGGGAAGGGCTTGGCTCAGG
GGAGCCGGGCCAGAGACGGATGTC
CAGGGGCGGAGGTCTTCAGGAAT

Tableau XIV : Séquences nucléotidiques des amorces utilisées pour 1’amplification

des exons de SYN2
SYN2 _ Primer (5’ 2> 3°)
Exon Forward Reverse
1 NA NA
2 TCGCCAATCTGCCCAACGGCTACA AGCGGGACCTCGGGGACCCTCCTT
3 TGCTGTGGTCCTCTTCTTG 'ACGAGATGGTTCACTCTGGC
4 AGGGATGTTTTGGAAATGGG CCTCTTTGGGCCAGAGGTA
5 CTTGGGTTTTGGAAATGGG ACTGCATCTTGAGTCCCTGC
6 CCCCAACTAATGCGTATCATATC TTCAGAGCCCCACAATAACC
7 " GAACCCTCCCAAGGGTATTC CACAAATGGGGCGCTCTG
8 CATATTGGTGGGTTTGGAGG AGAGTTGGCTGCAATGTGG
9 AAAGTTGCATGCCCTCCTC TGACTCCCTTTGGACAGAGC
10 GCCTGCAAAAATGGGTAGAA ATCCCATCAACCCGTATTCA
11 CCCATTCTGAAAGATTGTACCAG GCCTGTACTCCATTCTTTAGCC
12a CCTTGCCATGGAGCCAC GAGGAGAGGAGTTGGGTTTTC
12b CCTCTCCCAAGTCCAGTGTG ACAGAAAGCAGCCTCAGGTC
12¢ TGTGTTCTGTATTTTACATCCCAG ATGGTGTTTGTTAGAGGCGG
12d CCTCACCAGTTTGTTCTCTTCC GTCAGCTCATCGCTTGGAC
12¢ GGTTGCATAAGAATCAGGTCC CAGAAACCTGAGTGCTTTCCC
13 CTAACCACACCCTTTGAGGC TCTAGCAGCTCTGGAGCCC
14a GTATCCTCACGTCACCGTCC TTAAGCTGCCAGGAGTCCAC
14b GAAGTCATCGTTCGCTGTGA ACACACCCCTCATGGACACT
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Tableau XV : Séquences nucléotidiques des amorces utilisées pour I’amplification

des exons de SYN3
SYN3 Primer (5° 2> 3”)
Exon Forward Reverse
1 CCCCTGGCTCTTCTGGC CTCCCCTTCTATTTCCCCAG
2 GTAAGGCCTTTGGGAGAAGG GACCACATAAGATGGGGACC
3 CCCAATATGTGTTAACCGTTG TTAGGTCGCAGGAAGTGGAC
4 GCCCTGCAAGTCAGTGCTAT AGTGGGCTTGTCGCAGAG
5 CAGATCAAGTGGGAGGTTTTG CCCCTAGAGTCCACCTCCTC
6 GAACAAGCAGCACCCAGAG CTGTGCTAAGGGGTTGATGG
7 CTTGTTCCTGGCATAGGGTG CCTTGGGTGCAGGAGACAG
8 GCCAAAGCAAAGAAGGAAAG CTCTTCAGGGCCTTTTGTTG
9 CACTTCTCTCCCTCTACCCG CAAAGACCATGCAGGGATTC
10 CCACTTCTGGGATGTGATGC CTTTGGATCCAGGGGCTC
11 ATAAATGCTGCCCTCTCACC AATCACATGTGGATCCCTCG
12 TCCTTGAAGCAACATTATTTGTG TAACCCTGAATCAGCCAAGC
131 TAGCCCATCTGGCTTACAGG GAATGTGAAAACTAGCCACTCG
13 2 GCCTCCAGGTTCCTCAAAAC GACCCTTTCCTTGGGAAGTC
13 3 GGGCCCTTGTAATGCCAC ATAGGGGAAAGAGCACTGGG

5.2 Conditions d’amplification

Tableau X VI : Conditions d’amplification pour SYNI

SYN1 Conditions Température
“Exon réaction d’hybridation
1 Mg/Q 68(10x) 67(10x) 66(15x)
2 Std TD 62-55(14x) 55(21x)
3 Q TD 62-55(14x) 55(21x)
4 Mg 60(35x)
5 Mg 60(35x)
6 Q 60(35x)
7 Mg/Q 61(35x)
8/9 Mg . 60(35x)
10 Q TD 62-55(14x) 55(21x)
11 Mg/Q 68(10x) 67(10x) 66(15x)
12_1 Q 68(35x)
12_2 Q 68(35x)
13 Q TD 62-55(14x) 55(21x)

Légende

TD : « touchdown » PCR

Std : protocole standard

Mg : ajout 25mM MgCl,

Q : ajout de 1 X de Bétaine

Mg/Q : ajout de 25mM MgCl,
- +1 X de Bétaine




Tableau XVII : Conditions d’amplification pour SYN2

SYN2 Conditions Température
Exon réaction d’hybridation
1 ND ND
2 Mg/2Q TD 70-54(17x) 54(25x)
3 Std TD 63-56(14x) 57(21x)
4 Std TD 63-56(14x) 57(21x)
5 - Std 60(35x)
6 Std TD 63-56(14x) 57(21x)
7 Std 60(35x)
8 - Std TD 63-56(14x) 57(21x)
9 Mg TD 66-60(12x) 60(23x)
10 Std TD 63-56(14x) 57(21x)
11 Std TD 66-60(12x) 60(23x)
12a Std TD 63-56(14x) 57(21x)
12b Std 60(35x)
12¢ Mg TD 66-60(12x) 60(23x)
12d 'Std TD 66-60(12x) 60(23x)
12e Std TD 63-56(14x) 57(21x)
13 Std TD 63-56(14x) 57(21x)
14a Std TD 63-56(14x) 57(21x)
( (

14b Std

TD 63-56(14x) 57(21x)
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Légende
ND : pas réussi

TD : touchdown PCR

Std : protocole standard

Mg : ajout 25mM MgCl,
2Q/Mg: ajout de 25mM
MgCl, + 2 X de Bétaine

Tableau XVIII : Conditions d’amplification pour SYN3

SYN3 Conditions Température
Exon réaction d’hybridation
1 Std 57(37x)

2 Std 60(35x)

3 Std 59(40x)

4 Std 60(35x)

5 Std 60(35x)

6 Std 60(35x)

7 Q 57(37x)

8 Std 60(35x)

9 Std 60(35x)

10 Q 60(35x)
11 Std 57(37x)
12 Std 60(35x)
13_1 Std 57(37x)
13_2 Std 60(35x)
13_3 Std 60(35x)

Légende

Std : protocole standard
Q : gjout de 1 X de Bétaine



CHAPITRE 3 : Discussion et conclusion

1. Discussion

Afin de mettre en perspective les résultats présentés aux chapitres précédents, la
discussion sera divisée en deux points essentiels : 1) I’hétérogénéité du phénotype; et
2) le dysfonctionnement synaptique potentiellement causé par les mutations

identifiées, ainsi que les conséquences sur le développement du cerveau.

1.1 Hétérogénéité du phénotype

Une des caractéristiques des mutations retrouvées dans les génes des synapsines est
sans aucun doute I’hétérogénéité du phénotype clinique. Dans un premier temps, nous
avons observé une variété de phénotype chez les individus porteurs de la mutation
SYNIqsssx, incluant épilepsie temporale,.troubles du langage et autisme. Cette
observation, quoique préoccupante en apparence, est néanmoins compatible avec
plusieurs données de la littérature. En effet, tel que discuté au chapitre 1 (pages 5-6),
I’épilepsie est fréquemment associée avec des troubles d’apprentissage, dont la

19-22

dyslexie, les troubles du langage et 1’autisme Egalement, les études

d’agrégation familiale ont révélé une incidence accrue des troubles du langage dans la

parenté du premier degré des individus autistes ® 7% 7!

3

. Enfin, Garcia et ses collégues
S ont identifié la mutation W356X dans SYNI qui est également associée a des
phénotypes variés dont épilepsie (n = 7 individus), troubles d’apprentissage (n = 3

individus) et comportement agressif (n = 2 individus).
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Les résultats présentés dans le chapitre 2 de ce mémoire viennent supporter davantage
ces observations. En particulier, des mutations ont été identifiées dans SYNI chez 10
individus épileptiques ou autistes alors qu’elles n’ont pas été retrouvées chez plus de
400 chromosomes controles. De plus, nous avons observé qu’une méme mutation
(SYNIassor) était & la fois présente chez deux patients épileptiques ainsi que chez
deux autistes, incluant une autiste avec épilepsie nocturne. Enfin, nous avons aussi
repéré des mutations dans SYN2 (n = 4) et dans SYN3 (n = 3) chez un total de huit
patients (1 épileptique, 7 autistes). Globalement, les résultats obtenus lors de cette
deuxiéme étape du projet suggeérent que des mutations dans les trois genes de la
famille des synapsines pourraient étre impliquées dans I’étiologie de I’épilepsie et de
I’autisme. Nous ne pouvons exclure que certaines des variations retrouvées dans notre
cohorte d’individus soient des polymorphismes rares. Cependant, la fréquence
relativement élevée des mutations dans cette famille de génes, la sévérité de certaines
de ces mutations (SYNlgsssx et SYN2aoassioox), €t la ségrégation de certaines
mutations avec la maladie suggérent que plusieurs de ces mutations sont pathogénes.
Des études fonctionnelles impliquant ces mutations, en particulier pour les faux-sens,

seront néanmoins nécessaires afin de confirmer ces données préliminaires

Pour certaines de ces -mutations, notamment les mutation SYNIassor et SYN2pys3a,
nous avons observé une pénétrance incompléte (figures 14 et 18, pages 64 et 72).
Comme les individus porteurs de ces mutations n’ont pu étre examinés en détails, il
est possible qu’ils présentent une forme plus fruste de la maladie. Il est également
possible que cette pénétrance incompléte associée a une méme mutation dans SYN]
soit explicable par un phénoméne de compensation par les autres membres de la
famille des synapsines, ou encore par d’autres protéines ayant une fonction
semblable. Cette hypothése est d’ailleurs supportée par les études fonctionnelles chez
la souris. En effet, alors qu’il a été observé qu’une augmentation de la fonction de
SYNI entraine un accroissement de la potentialisation & long terme (LTP) et donc une
facilitation des apprentissages I’inactivation de SYN/ n’altére pas ces fonctions .

En revanche, la double inactivation SYNI/SYNZ2 résulte en une diminution des
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capacités d’apprentissage, qui n’est pas présente chez les simples mutants, ce qui

38131 est

suggére une compensation par SYN2 chez les souris dépourvue de SYN/
également plausible que la grande variété observée dans les phénotypes associés aux
mutations dans les synapsines soit explicable par une expression variable de ces
différents génes (SYNI, SYN2, SYN3) avec fonction similaire. Enfin, puisque SYNI
est localisé sur le chromosome X, I’absence de phénotype chez les méres porteuses
pourrait s’expliquer par une expression préférentielle de I’alléle normale par rapport a
I’allele muté, phénoméne connu sous le nom de sélection secondaire % '3, Par
exemple, il est possible de croire que la patiente porteuse de la mutation AS50T,
atteinte d’autisme et d’épilepsie, aurait un ratio d’inactivation différent de celui de sa

mere (figure 14, page 64), ratio qui favoriserait I’expression du chromosome porteur

de la mutation pour la fille et celle du chromosome normal pour la mére.

Il existe d’autres exemples dans la littérature de génes mutés associés a des
phénotypes neurologiques hétérogénes. Ainsi, des mutations dans le géne ARX ont
été associées a un trés large spectre de phénotypes, soit retard mental, autisme,

134155 foalement, les mutations dans le géne MECP2 localisé

épilepsie et dystonie
sur le chromosome X sont associées au syndrome de Rett. De fagon intéressante, les
femmes porteuses de ces mutations peuvent étre asymptomatiques ou présenter une
forme intermédiaire de la maladie, tel que troubles d’apprentissage, autisme ou
apparition tardive du syndrome de Rett . L’impact de ces mémes mutations est plus
marqué chez les hommes atteints alors qu’on peut rencontrer un retard mental, des

. . c el . . . . 85
crises convulsives, une spasticité, une macrocéphalie ou un trouble bipolaire ™.
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1.2 Dysfonctionnement synaptique
1.2.1 Le développement cérébral

Le développement du cerveau humain et de ses 10'® synapses nécessite une

succession de plusieurs étapes complexes et régulées (figure 24).

Figure 24 : Etapes de développement du cerveau.
Tirée du site www.lecerveau.mcgill.ca76

La totalité des cellules nerveuses se développent en quelques mois, a partir des
cellules souches embryonnaires situées dans le tube neural qui se différencient en
cellules gliales ou neurones. Bien que les cellules gliales n’originent pas toutes des
mémes précurseurs (glioblastes du tube neural pour les astrocytes et les
oligodendrocytes versus monocytes du sang pour la microglie), elles ont comme role
d’assurer le bon fonctionnement du systéme nerveux alors que les neurones eux
constituent 1’unité fonctionnelle de base de notre cerveau. Une différentiation
subséquente permet de produire plusieurs types de neurones distincts selon les
différentes régions du systéme nerveux. Selon leur origine et leur destination, les
neurones sont guidés par des molécules d’adhérence (neurones du systéme nerveux
périphérique ou neurones constituant les noyaux) ou migrent le long d’un type
particulier de cellule gliale, la glie radiale (neurones du cortex cérébral, de
I’hippocampe et du cervelet). Une fois rendus a destination, les neurones allongent

leur axone (axonogénése) et leurs dendrites (dendritogénése) afin d’établir une
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connexion avec d’autres neurones. Le nombre d’interactions (synapses) est
phénoménal et permet de générer un immense réseau de communication entre les
cellules nerveuses. Cette étape d’élaboration d’un réseau, nommée synaptogénése,
débute dés la seconde moitié de la grossesse pour se terminer a ’adolescence. La
communication entre les neurones est rendue possible grice a I’activité rythmique
spontanée générée par chacune des synapses. Ce sont les propriétés d’excitabilité des
neurones et I’exocytose de neurotransmetteurs par les vésicules synaptiques qui sont
la source de cette activité rythmique. Cet échange d’information entre les neurones
est nommé transmission synaptique. Il s’agit d’un mécanisme essentiel au
fonctionnement du systéme nerveux, puisque c’est ce vaste réseau de connexions qui
pergoit, transmet et intégre les informations regues sous forme de signaux chimiques
et électriques et qui détermine par la suite les actions motrices a effectuer. Les
principaux acteurs de ces contacts intercellulaires sont 1’élément présynaptique,
contenant les vésicules synaptiques (VS) chargées de neurotransmetteurs, et 1’élément

postsynaptique, qui contient les récepteurs spécifiques a ces neurotransmetteurs

(figure 25).

Figure 25 : Aspect général de la synapse
(1) élément présynaptique (2) élément postsyna7ptique.
Tirée du site www.lecerveau.megill.ca’®
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Au cours de I’apprentissage, les interactions entre les cellules nerveuses augmentent
et les synapses se raffinent en éliminant les synapses redondantes (¢lagage). La
plasticité synaptique correspond aux modifications qui surviennent au niveau de la
synapse au cours du développement et de 1’apprentissage. Ces changements dans la
structure ou dans la physiologie de la synapse résultent soit en 1’augmentation
(potentialisation) ou la diminution (dépression) de I’efficacité synaptique. C’est cette
caractéristique fondamentale du cerveau qui permet notamment la mémorisation
d’une tache et I’apprentissage. Quant a la phase d’élimination sélective des synapses,
elle a pour but d’éliminer la redondance et de favoriser la stabilisation des synapses
fonctionnant le mieux. Elle améne une réduction de prés de 60% des synapses

lorsque le cerveau devient adulte.

1.2.2 Le dysfonctionnement synaptique et ses conséquences

Les modeles animaux ont montré que les synapsines contribuent a la stabilité du pool

S 3839156 ce qui est consistant avec I’accroissement de la dépression

38

de réserve des V
synaptique retrouvée chez les souris déficientes en SYNI/2 Un désordre
fonctionnel au niveau des synapsines pourrait donc mener a un épuisement du pool de
réserve des VS et ainsi causer des déficits cognitifs par ’absence ou I’affaissement de
la potentialisation (LTP). Ce mécanisme a déja été démontré chez la souris déficiente
en SYN2 mais pas chez celle déficiente en SYNI. Cela pourrait étre attribuable a un
phénomeéne de compensation, tel que mentionné ci-haut (page 95). Effectivement, le
niveau d’expression de SYN2 est de 71.9% par rapport a la normale chez la souris ou
SYNI est manquant *®. De fagon intéressante, la double inactivation SYN1/2 ou la

triple inactivation SYN1/2/3 sont caractérisées par des crises convulsives et des

déficits cognitifs plus séveres chez la souris.

Il est donc vraisemblable que les mutations dans les synapsines pourraient étre
responsables des déficits cognitifs observés chez les patients épileptiques, autistes et

dyslexiques par une dépression synaptique marquée lors des périodes de stimulation
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intense (développement), tandis que I’hyperexcitabilité du cortex cérébral menant aux
crises d’épilepsie pourrait étre attribué au débalancement des ratios
d’inhibition/excitation. Ce débalancement pourrait étre créé par une sensibilité
accrue des neurones GABAergiques pour une déplétion du pool de VS, puisque ceux-

ci ont un haut taux de relache en état de stimulation intensive '%.

1.2.3 Rdle potentiel de la mutation Q555X dans I’épilepsie et les troubles du langage

La mutation Q555X est située dans un domaine hautement phosphorylée de SYNI et
supprime du méme coup les domaines D et E de la protéine (figure 10, page 53). Le
domaine D spécifique de la synapsine I contient des sites de phosphorylation
importants pour sa conformation, ses propriétés biochimiques, et de ses interactions
avec d’autres protéines, notamment via les domaines SH3 157 En particulier, le
domaine D participe a la liaison de la synapsine I avec les filaments d’actine et la
membrane des VS, en plus de permettre son interaction avec d’autres protéines
associées aux VS dont Rab3 . Nous avons démontré que la mutation SYN/qsssx
mene a la production d’une protéine tronquée in vitro (figure 4, page 32). Si cette
protéine tronquée est également produite in vivo, il est plausible que cette protéine
serait dysfonctionnelle, notamment par la perte des sites de phosphorylation 2 et 3
pour la CaMKII (figure 11, page 54). En effet, la perte de ces deux sites est
susceptible de causer une élévation de I’affinité de la protéine pour les VS et pour les
filaments d’actine '*® ' De cette maniére, I’attachement des VS au cytosquelette
pré-synaptique serait favorisé, alors que leur transport a la zone active et la relache de
neurotransmetteurs seraient inhibés. Ceci ménerait vraisemblablement a un
ralentissement du cycle d’endocytose/exocytose des VS. Egalement, le domaine E de
la synapsine I, partagé par les deux autres membres de la famille des synapsines,
serait responsable de ’interaction avec [’actine et modifierait sa dynamique en
modulant sa polymérisation ou son enchevétrement 10 Son absence résulte en une

inhibition de la relache synaptique, caractérisée par une déplétion du pool de réserve

des VS %1% 1 absence du domaine E causée par la mutation Q555X pourrait donc
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contribuer davantage au ralentissement de la transmission synaptique. Enfin, la
mutation Q555X pourrait étre associée a une dégradation prématurée de son ARNm,
ce qui pourrait entraver la production de la protéine SYN/ 161 L’absence de SYNI

cause I’épilepsie chez la souris "',

De fagon intéressante, 1’étude de ces souris
KO a montré que le ralentissement de la transmission synaptique est plus marqué
pour les synapses inhibitrices. Un tel débalancement du ratio inhibition/excitation
expliquerait D’épilepsie dans ce modele. 11 est donc vraisemblable que le
ralentissement de la transmission synaptique créé par la mutation Q555X (voir figure
5, page 33) cause 1’épilepsie par un phénomeéne similaire chez les patients de la

famille AB.

En ce qui a trait aux troubles du langage et de comportement, il est important de
rappeler que les souris KO pour les synapsines présentent des troubles cognitifs, en
’absence de lésion structurale détectable. A cet égard, une perturbation de la
transmission synaptique a des étapes déterminantes du développement du cerveau
pourrait expliquer les anomalies de la cognition rencontrées chez les individus
porteurs de la mutation SYN/qsssx. En particulier, les variations dans la balance
inhibition/excitation peuvent étre suffisantes pour changer les patrons de connexions
entre les différentes régions du cerveau menant ainsi a des déficits développementaux

62165 Enfin, en plus de son role dans la reliche des VS,

et comportementaux
I’absence de SYN/ a été associée a des anomalies de la croissance neuronale et de la

onen 14411 . . : . .
synaptogénése '** %, deux processus clés dans 1’élaboration du réseau cortical.
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1.2.4 Roles potentiels des mutations faux-sens dans les synapsines dans 1’épilepsie et

I’autisme

Un simple changement de nucléotide dans un géne ou a proximité d’un gene peut

affecter ’expression ou la fonction de la protéine produite. A juste titre, environ 50%

des variations génétiques associ¢es a des maladies sont des mutations faux-sens :

67

Dans cette section, nous émettons des hypotheses afin de prédire comment les

mutations faux-sens dans les synapsines pourraient mener a la maladie.

1.2.4.1 SYNI

AS50T et T567A: Tel que mentionné au chapitre 2, ces deux acides aminés
sont situés dans le domaine D de la protéine, domaine contenant de nombreux
sites de phosphorylation. Il est possible que la mutation AS550T rende
inaccessible ou non fonctionnel les sites de phosphorylation 6 (MAPK et
CDKS5) et 7 (CDKS5) en position 549 et 551 de SYNI (voir figure 11, page 54).
La phosphorylation par les MAPK semble altérer la mobilité de la protéine et
décroit son affinité pour ’actine 18 tandis que la phosphorylation par CDK5
inhibe la polymérisation de I’actine 111 est donc possible que le cycle de
reliche des VS soit ralenti par la hausse d’affinité de la synapsine I pour
I’actine ainsi que par un recyclage déficient des VS due a une mobilité réduite
de la synapsine I. Un mécanisme similaire pourrait étre en cause pour la
mutation T567A, puisque deux sites de phosphorylation pour la CaMKII sont
présents en position 566 et 570. En effet, des études %% ont démontré que des
mutations dans les sites de phosphorylation pour la CaMKII entrainaient une
dispersion moins rapide de la synapsine I ainsi qu’un ralentissement de

I’exocytose des VS.
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AS51G : La mutation AS51G est située dans ce qui pourrait €tre un site de
phosphorylation pour la kinase GSK3 (ELM). Ce site n’est pas mentionné
dans les études portant sur la synapsine 1. Cependant, des études récentes ont
montré I’ implication de GSK3 dans la plasticité synaptique 169170 En effet, il
semble que I’inhibition de la GSK-3 contribuerait & augmenter 1’expression et
la dispersion de la synapsine I 17 ce qui aurait comme conséquence de
favoriser la transmission synaptique. En supposant que ce site est bien réel, la
mutation AS1G pourrait donc ralentir la transmission synaptique et ainsi

inhiber I’induction de la LTP en favorisant la phosphorylation de la synapsine
I par GSK3.

1.2.4.2 SYN2

P253A et Y236S : Ces mutations sont toutes deux localis€es dans le domaine
C de la protéine, domaine le plus conservé entre les différentes synapsines. Le
domaine C est impliqué dans les interactions avec ’actine, les VS et ’ATP,
ainsi que dans ’homo- et I’hétérodimérisation des synapsines. Une altération
d’un site de liaison ou un repliement anormal de la protéine causé par ces
mutations pourraient affecter une de ces interactions et ainsi compromettre la
fonction synaptique. Enfin, I’ajout d’un résidu sérine pourrait avoir un impact

fonctionnel par la création d’un site de phosphorylation pour une kinase.

G464R : Cette mutation non conservatrice (non polaire, neutre-> polaire,
chargé positivement) localisée dans le domaine G pourrait affecter le
repliement de la protéine par un changement dans sa structure tertiaire. Cela
aurait pour effet de cacher des sites d’interactions pour d’autres partenaires.
Bien que ce domaine soit peu connu, il semble interagir avec la kinase c-Src
1 Le réle de cette kinase dans la plasticité synaptique est encore inconnu.

Cependant, la phosphorylation par Src augmenterait 1’affinité¢ des synapsines
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pour I’actine et les VS "%, De plus, son absence a peu d’impact sur la fonction

. 173 [ .
synaptique '°, ce qui laisse suspecter une fonction redondante.

1.2.4.3 SYN3

A15V : Cet acide aminé est situé dans le domaine A, plus précisément dans ce
qui pourrait étre un site de phosphorylation pour la kinase CK1 (ELM).
Toutefois, cette liaison n’est pas rapportée dans la littérature. En ce qui a trait
au domaine A plus particuliérement, il s’agit d’un domaine conservé dans tous
les isoformes de la famille et assure I’interaction avec les VS par des sites de

liaison pour les kinases PKA et CaMKI.

A277T : Cette substitution d’un acide aminé non polaire pour un acide aminé
polaire pourrait également avoir un impact sur la conformation de la structure
protéique. En effet, un résidu polaire cherchera a rester a ’extérieur de la
structure protéique contrairement a un résidu non polaire qui se localisera au
centre de la molécule. Cela pourrait entraver la fonction du domaine C,
domaine conservé entre les synapsines et connu pour ses interactions avec

I’actine, I’ATP, les VS et les autres synapsines.

RS554P : Cette mutation non conservatrice (polaire, chargé positivement =
non polaire, neutre) dans le domaine E de la protéine pourrait affecter la
structure protéique par son changement de charge et aussi par son changement
de polarité. Cela pourrait nuire aux interactions protéines-protéines spécifique
a ce domaine. Rappelons-nous que ce domaine est conservé entre les
synapsines et est impliqué dans la cinétique de relache des VS par son role

dans le maintient du pool de réserve ',
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En attendant les résultats des études fonctionnelles, les mécanismes par lesquels les
mutations faux-sens dans les synapsines ménent & une anomalie de la transmission
synaptique demeurent hypothétiques. D’autres types d’études pourraient étre
envisageables afin de déterminer I’impact de ces mutations, dont notamment des
études visant & comparer la localisation subcellulaire des synapsines mutées par
rapport aux synapsines sauvages et ce a partir de cultures neuronales ''* ou encore des
¢tudes de neurophysiologie cellulaire ou I’on pourrait mesurer I’effet des mutations
sur I'efficacité de la transmission synaptique ' . Cependant, nos résultats viennent
supporter les études ayant identifié des mutations dans les génes synaptiques chez des
patients autistes. En effet, les mutations identifiées dans les génes NLGN3, NLGN4,
SHANK3 et NRXN! ont ouvert la voie a de nombreuses études portant sur
importance des génes synaptiques dans le développement du cerveau et des
fonctions cognitives (voir figure 26). Plus encore, une récente étude 178 a démontré
qu’une mutation faux-sens dans la NLGN3 augmente la transmission synaptique
inhibitrice chez la souris. Cela renforce donc I’hypothése voulant que I’autisme
puisse étre causé par un débalancement de la balance inhibition/excitation. Les
mutations dans les synapsines pourraient donc représenter une preuve supplémentaire

de ce mécanisme moléculaire.
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Figure 26 : Complexe multimérique des protéines synaptiques retrouvées dans le
SNC. Les génes impliqués dans I’autisme sont encerclés en rouge. Les synapsines
pourraient étre ajoutées en tant que protéines liant les VS et les filaments d’actine
(non montrés). Tirée de Garner CC. 2002 '”’
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2. Conclusion

Dans le chapitre 1 de ce mémoire, nous avons démontré que des mutations dans la
synapsine 1 sont associées a des phénotypes variés incluant 1’épilepsie, les troubles du
langage et ’autisme. Dans le chapitre 2, nous avons montré que des mutations dans
SYNI, de méme que dans deux autres génes de la famille des synapsines (SYN2 et
SYN3), sont également associées a l’autisme et & I’épilepsie temporale. Il est
vraisemblable qu’une proportion significative des mutations retrouvées dans ces
genes perturbe la transmission synaptique et ultimement, le développement normal du
cerveau. Bien que les manifestations cliniques soient variées chez les individus
porteurs de ces mutations, les phénotypes observés sont compatibles avec ceux
observés chez I’animal dépourvu de synapsines (troubles cognitifs et épilepsie). Un
continuum clinique entre ces divers troubles neurologiques est également compatible
avec la présence d’une co-morbidité préalablement observée en clinique et dans les
études d’agrégation familiale. Nos résultats confirment chez 1’humain qu"une
perturbation des mécanismes de relache des vésicules synaptiques constitue un

mécanisme important dans 1’épileptogénése, tel que suggéré par les études animales
37-39

D’autres études ont montré I’implication des génes synaptiques dans I’étiologie de
I’autisme 68102 103 107 " enendant, la découverte de mutations dans les génes de la
famille des synapsines demeure la premi¢re évidence qu’un dysfonctionnement de la
fonction présynaptique peut mener a des troubles du développement cognitif chez
I’humain. Cela a pour conséquence d’attirer tous les regards sur les génes ayant une
fonction semblable aux synapsines, ainsi que sur leurs partenaires d’interactions au
niveau de la synapse, en vue d’incriminer d’autres génes impliqués dans les maladies

neurodéveloppementales.
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