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Résumé

Les syndromes neurodéveloppementaux, caractérisés par un déficit intellectuel, un retard global
du développement, ou un trouble du spectre de 1’autisme, affectent environ cinq pourcents de la
population. De ceux-ci, une grande partie de leur génétique sous-jacente est encore inconnue.
Des mutations dans des composantes de complexes de remodelage de la chromatine ont été
associ¢es précédemment a plusieurs syndromes neurodéveloppementaux, impliquant des
modifications épigénétiques de I’ADN ou d’histones, et le remodelage de nucléosomes. Nous
avons identifi¢ des individus porteurs de mutations dans 7RRAP, un gene impliqué dans les
complexes histone acétyl-transférase, SMARCC2, une protéine structurale du complexe de
remodelage des nucléosomes SWI/SNF, et CHD3, 1'une des hélicases ATP-dépendantes du
complexe de remodelage des nucléosomes NuRD. Pour les trois, nous avons étudié a 1’échelle
cellulaire 1’expression génique globale et I'ouverture de la chromatine dans des cellules
provenant de certains de ces individus par séquencage a haut débit. Ainsi pour chacun des
groupes d’individus, nous avons pu démontrer que certains génes sont différentiellement
exprimés, et dans le cas d’individus porteurs de mutations dans TRRAP, que plusieurs de ces
geénes sont associés a une plus grande ouverture de la chromatine au niveau de leur promoteur;
une grande partie d’entre eux ayant un role dans le développement neural ou la fonction

neuronale.
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Abstract

Neurodevelopmental syndromes, caracterized by a global developmental delay, intellectual
deficiency, or autism spectrum disorders, affect around five percent of the population. Of these,
a large part of their genetic causes remains unresolved. Lately, mutations in subunits of large
chromatin remodeling complexes have been associated with neurodevelopmental syndromes,
affecting DNA and histone modifications, as well as nucleosome remodeling. We have
identified individuals carrying mutations in TRRAP, a component of multiple histone
acetyltransferase complexes; SMARCC?2, a structural protein involved in the formation of the
BAF (SWI/SNF) nucleosome remodeling complex; and CHD3, one of the ATP-dependent
helicases of the NuRD nucleosome remodeling complex. For these three genes, we
characterized gene expression patterns and chromatin structure for several individuals harboring
de novo mutations by RNAseq and ATACseq in individuals’ fibroblasts or lymphoblastoid cell
lines. We observed that they showed differential expression for a number of genes, of which a
large proportion is associated with neural development or neuronal function. We also showed
that some differentially expressed genes in TRRAP individuals are also associated with a higher

chromatin opening at their promoter.

Keywords

Neurodevelopmental syndrome, RNAseq, ATACseq, Histone acetylayion, Nucleosome

remodeling, TRRAP, SMARCC2, CHD3

i



Table des matiéres

Universite de MONIEAL .........cocuiiiiiiiiiiiieie ettt ettt ettt s sae e 1
RESUIME.......eee ettt et e ettt e et e e bt e e bt e bt e enbeesaeeenbeennes 1
IMLOES=CLES ...ttt ettt ettt et e et et e e et e bt e e et e et e e e et e e bt e enb e e bt e enteenaeeenbeeenes 1
AADSITACE ...ttt sttt h et e a e bttt e h e bt et et eb e et h e e bt e nenate bt et i
KCRYWOIAS .ttt ettt ettt e bt e e e e teesabe e beeesbeessaeenseensaeenbaenseesnsaensneenne i
TabIe dES MALIETES.....ceiueieiieeiie ettt ettt et e et e bt e et e e bt e eateesbeeenbeasseeenneenneeans il
LiSte des taDLEAUX . .....ceiuiietieiie ettt et et eas vi
LStE dES fIZUIES ...veevvieiiieiiecie ettt ettt ettt ettt e bt esteeebeesaeeesseessbeenseessaeasseensseensaensnaans vi
LStE dES SIGIES .oouvvieuiiieiiieiiecie ettt ettt e e te et e b e et e nbaeeabeenbeennaeenreas viii
REMEICICINENLS. ...ttt ettt et et et e bt e e bt esbeeeabeesbeeenbeesseesnseenneeans Xi
L. INEEOAUCTION ...ttt ettt e et e et e et e e bt e et e e eeesateenaeeenneenes Xi
1.1 Remarques ZENETALES .........cceevuieeiieiieeieeieeeie ettt et eebeesaaeebeesabeensaesaaeenseennnas 1
1.2 Les mécanismes de IépigenétiqUe........c.cevueeeiieriieeiieeriieeieeiee et eieeereesree e eaeeseveeseeennas 2
1.2.1 L’ ADN €t Sa COMPOSILION ....veeiuviieeiiiieeiieeeiiieeeteeesteeesireeeaaeesaeeessseeessseeessseeenssessnsens 2
1.2.2 La chromatine et 1€s NUCIE0SOMES .........c.eoviiiiiieiiieiieiie e 4

1.2.3 Les histones et 1eurs variantes..........c.ceeveeiueerienieenieeieenieeieese et 5
1.2.4 Les modifications d hiStONES ...........cocueeiuieiiiiiiiniienieceeteee e 7

1.3. Le développement NEUTal..........cccooviiiiiiiiiiiiiieieeere ettt 9
1.3.1 Différenciation séquentielle des différents types cellulaires du cerveau................... 9
1.3.1.a Cellules Souches Neurales et Cellules Neuroépithéliales............cccooeeveeerveenneen. 9

1.3.1.b Progéniteurs APICAUX........ccueeriuieeriieeiieeeiieeeriteeerireeeireesteeesreeessseessseessneeennns 11

1.3.1.c Progéniteurs BasauX..........ccceeviriiiiiiiiiiiiiciectcecceestee e 11

1.3.2 Voies moléculaires de la différenciation neurale............ccccooveieiieniienienieeniee 13
1.3.2.a Pluripotence et Auto-Renouvellement ..............ccoevveieiieniiniiiniieienie e 14

1.3.2.0 NEUIOZENESE.....vveeeieiieeiiieeeiieeetee et e e steeette e et eeetaeesstaeeenbaeesaseessnseeesseeensseennnns 15

1.3.2.C ASTIOZEINCSC ..ccvvvieeviieeiiieeeiieeeteeesteeeseteeetaeeesaeesteeessaeeeessaeesnseeessseessseeensseennnns 16

1.3.2.d Oligodendro@eNnESE .........cevueieiiiniieeiieniieeteesite et ettt e seee et esieeebeesseeenbeesaeeenne 17

1.3.3 L’¢épigénétique dans le développement neural.............cccoeveeviiiiiiniiienienieeie, 18
1.3.3.aLe Complexe BAF ......oooiiiiee et e 19

1.3.3.b Le Complexe NURD .......ccciiiiiiiiiieeeee et 22

11



1.3.3.c TRRAP et le complexe TIPO0 ..........cccviieiiieeiiieeieeee e 24

1.4. Retard du développement, déficit intellectuel, et autisme ..........cceevevveevveeeeieeeeneeenneen. 27
1.4.1 Définitions et informations génrales ............ccceevureriiriiienieniieieee e 27
1.4.2 Caractérisation des phénotypes EtUdi€s .........ccceevvuieriiriiienieiiieieee e 29

1.4.2.a Les BAFopathies et SMARCC2 .......c.oooeeieeieieeieeee et 29
1.4.2.b Syndrome Neurodéveloppemental associé @ CHD3 ..........cccccovveeeveeeeveeeeneeenne. 31
1.4.2.c Syndrome Neurodéveloppemental associ€é @ TRRAP...........cccceeveveeecreeecneenne. 32

1.5. GENES A IPEtUAC. ...t 33
1.5.1 SMARCC2: SWI/SNF Related, Matrix Associated, Actin Dependent Regulator of
Chromatin Subfamily C MemDber 2.........cococoiiiiiiiiiiiiiiceciecceee e 33
1.5.2 CHD3: Chromodomain Helicase DNA binding protein 3...........ccccceeceenieriiiennnnne 35
1.5.3 TRRAP: Transformation/Transcription domain Associated Protein....................... 36

1.6 Problématique et HYPOthESES......ccueeiiiiiiiiiieiiecie ettt ens 37

. Matériel et MEthOAES .........ooiuiiiiiiii ettt et 38

2.1. Génération de lignées fibroblastiques et lymphoblastoiques et extraction d’ARN ....... 38
2.1.1 Génération de lignées et extraction d’ARN .........cccoeviiiiiiiniieiienie e 38
2.1.2 Séquencage €t QPCR .....ccuiiiiiieeeece e e e 40

2.2. Analyse BioinformatiqUe ..........cocuevieriiriinieniieieeieieeese ettt 42
2.2.1 Séquencage de PARN ..ottt 42
W N U N T SRR 43
2.2.3 Analyse du regroupement statistique des mutations...........cccveeeeveeerieeerieeeneeeennen. 43

cRESUILALS ...t ettt ettt et e seeeteen 44

3.1 Des mutations dans le géne TRRAP sont associées a un syndrome neurodéveloppemental

et induisent des changements d’eXpression GENIQUE........c.veeeveeeriureerieeerieeerieeenreeenreeeeeeas 44
3.1.1 MISE €11 STEUALION ...ttt ettt et ettt e bttt sateenaee e 44
BUL.2 ATEICIE 1 oot 45
3.1.2. Vérification des résultats de RINASEQ ......coveeiieriieiiieiieeiieie et 85
3.1.3 Séquencage de I’ARNm de LCLs d’individus TRRAP..........cccviieiiiiiiiiiiieeiee 86

3.2. Des mutations dans SMARCC?2 sont associées a un syndrome neurodéveloppemental et

causent des changements d’eXpression ZENIQUE .........cc.eevireriierireniienieeieeeeeeiee e 88
3.2.1 MISE €11 SIEUATION ...ttt sttt ettt sttt et sb et sttt sbe et s 88
3.2.2 ATEICIE 2 1ottt ettt ettt et ne et e e 89



3.3 Des mutations dans CHD3 sont associées a un syndrome neurodéveloppemental et
induisent des changements d’eXpression EENIQUE. ........eeeveeeevieerveeerireeerreeeereeesereeeneneeenns 131

3.4 Analyse de I’ouverture de la chromatine dans des fibroblastes d’individus TRRAP,

SMARCC2, €t CHDOB.....ooooeeiieeeeeee ettt ettt e e e e e e e et eeeeesesaans 133
Q. D IS CUSSION - ettt e e e et e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e —aaaeaeererr—————— 136
L3 10) S U0 Tea vz o) o 1TSS 143

Annexe I : Génes différentiellement régulés dans les fibroblastes ou LCLs d’individus porteurs

de variants dans SMARCC2, TRRAP, €t CHD3........oooooummeieeeiieeieeeeeeeeeeeeeeeeee et seeens 1



Liste des tableaux

Tableau I - Syndromes associés aux hélicases de la famille CHD ...................................... 32
Tableau II - Syndromes Associés aux KATS/KDACS............cccoeviieviiiieniiieeciee e 33
Tableau III - Cellules utilisées dans les expériences. ..............c.cccccceeevviiiniieeniieeeiee e 39

Tableau IV: Séquence des amorces utilisées pour la quantification par PCR en temps réel.

Tableau V - Genes différentiellement régulés dans les LCLs d'individus porteurs de
variants dans TRRAP impliqués dans le développement neural. .....................ccceeennennne. 87

Tableau VI - Génes différentiellement régulés dans des fibroblastes d'invididus porteurs

de mutations dans CHD3 impliqués dans le développement neural. ............................... 132
Tableau VII - Genes significatifs en RNAseq et ATACseq pour des fibroblastes TRRAP.
................................................................................................................................................. 135

Liste des figures

Figure 1: L'épigénétique régule l'expression génique en modifiant la chromatine

(Mirabella et al, 2016).........ccc.oooiiiieiieeiieeee et et e e e e e e eeanees 2
Figure 2: Les résidus des queues d'histones peuvent étre modifiées. (Lawrence et al., 2016)
..................................................................................................................................................... 7
Figure 3: Différenciation séquentielle des progéniteurs neuraux au cours du
développement MAMMUTETE .............ccoiiiiiiiiiiiiiie e e e 12
Figure 4: Voies moléculaires impliquées dans la différenciation de cellules neurales ..... 13

Figure 5: Les régulateurs de la chromatine sont impliqués dans le développement neural.

(SOKPOT €t al, 20T8) ...t 18
Figure 6: Répartition des mutations associées a un syndrome neurodéveloppemental dans
les génes du complexe BAF (Adapté de Mashtalir, et al. 2018) ...............cccooviiiniiiinnnnne. 30
Figure 7: Localisation des mutations dans CHD3 associées au syndrome Snijders-Blok-
@8} 111 11T 1| O OO PRRTPRTR 35
Figure 8: Genotype-phenotype correlation associated with TRRAP variants.................. 55
Figure 9: TRRAP sequence is intolerant to missense variants..............ccccccoeeeerneennneennn 57

Figure S2. Fibroblasts harboring the p.(Leu805Phe) or p.(Trp1866Cys) variants have

differential gene exXpression PAtLernS. ...........coccuiiiiiiiiiiiiiiieee et 83

vi



Figure 10: Vérification des génes sélectionnés du RNAseq par qPCR. ............................. 86
Figure 11 : Les LCLs d'individus TRRAP présentent des génes différentiellement régulés.

................................................................................................................................................... 87
Figure 12: Pictures of ten of the individuals with SMARCC?2 variants................c........... 94
Figure 13: SMARCC2 (BAF170) main domains and variants. .................ccccococeveeniineenn. 96
Figure 14: Splicing variant analyses in Individual 8 and 4...........................ocoiiiiiiiiinn, 99

Figure 15: Fibroblasts harboring p.Leu610Pro or p.Asn134Asp SMARCC2 mutation have

differential gene expression patterns when compared to fibroblasts from healthy controls.

Figure 16: Les fibroblastes porteurs de mutations dans CHD3 présentent un profil

d'expression génique différent.. ... 131

vil



Liste des sigles

TSS : Transcription Start Site

DMR : Differentially Methylated Region
MBP : Methyl Binding Protein

CPN : Cceur Protéique Nucléosomique
NFR : Nucleosome Free Region

CRC : Complexe de remodelage de la chromatine
HAT : Histone Acetyl-Transferase
KAT : Lysine Acetyl-Transferase
HDAC : Histone Deacetylase

KDAC : Lysine Deacetylase

SNC : Systeme Nerveux Central

CNE : Cellule Neuroépithéliale

CSN : Cellule Souche Neurale

PA : Progéniteur Apical

ZV : Zone Ventriculaire

PARG : Progéniteur Apical Radial Glial
API : Apical Progenitor Intermediate
LCR Liquide Céphalo Rachidien

PB : Progéniteur Basal

ZSV : Zone Sub-Ventriculaire

PNE : Progéniteur Neuronale

PAC : Progéniteur Astrocytaire

POC : Progéniteur Oligodendrocytaire
TCF : T-Cell Factor

LEF : Lymphocyte Enhance Factor
aPKC : Protéine Kinase C atypique
SHH : Sonic Hedgehog

PTCH : Patched

SMO : Smoothened

NICD : NOTCH Intracellular Domain

viii



bHLH : basic Helix Loop Helix

BMP : Bone Morphogenic Protein

TGFb : Transformation Grotwh Factor beta

CNTF : Ciliary Neurotrophic Factor

LIF : Leukemia Inhibitory Factor

GFAP : Glial Fibrillary Acidic Protein

ISWI : Imitation Switch

CHD/NuRD : Chromodomain Helicase DNA binding / Nucleosome Remodeling Deacetylase
BAF : Brg or Brm Associated Factors

SWI/SNF : Switch / Sucrose Non Fermentable

esBAF : Emryonic Stem BAF

npBAF/nBAF : neural progenitor / neuronale BAF

PRCI1 : Polycomb Repressor Complex 1

PKCd : Protein Kinase C delta

iPSC : induced Pluripotent Stem Cell

ATM : Ataxia telangiectasia mutatted

NDD : NeuroDevelopmental Disorder

DD/RDG : Délai du Développement / Retard du Développement Global
DI : Déficit Intellectuel

TSA : Trouble du Spectre de I’ Autisme

VTP : Variant Tronquant la Protéine

pLI : Probability of Loss-of-Function Intolerance

TDISS : Troubles de Déficience Intellectuelle liés au SWI/SNF
CSS : Coffin Siris Syndrome

NBS : Nicolas-Baraidster Syndrome

PHD : Plant Homeodomain

Chromo : Chromatin Organization Modifier

DUF : Domain of Unknown Function

ATACseq : Assay for Transposase Accessible Chromatin Sequencing
RNAseq : RNA Sequencing

PBS : Phosphate Buffer Saline

FBS : Fetal Bovine Serum

X



DMEM : Dulbecco’s Minimum Essential Media
RPMI : Roswell Park Memorial Institute

LCL : Lymphoblastoic Cell Line

GO : Gene Ontology

DEG : Differentially Expressed Gene



Remerciements

Je tiens tout d’abord a remercier Philippe pour m’avoir donné une chance malgré mon dossier
académique peu performant; pour son soutien continuel et de m’avoir laissé développer mes
capacités en bio-informatique en dépit de mes connaissances initiales presque nulles dans le
domaine. Je remercie particulierement Justine, qui a été un pilier de mon cheminement
académique et personnel, une personne inspirante qui m’a permis de rester saine toutes ces
années. Je remercie Nissan, Mai, les stagiaires et employés du laboratoire qui m’ont beaucoup
appris et ont su garder une bonne ambiance. Je remercie aussi mes amis et ma famille qui m’ont

soutenue et aidée.

X1



Introduction

1.1 Remarques générales

Depuis la découverte de la double hélice d’ADN par Watson, Crick et Franklin!, et de
la structure des acides nucléiques par Pauling et Corey en 19532 le dogme principal de la
biologie moléculaire se résume en trois mots: ADN, ARN, protéine. Depuis, des avancées
majeures ont permis la découverte des mécanismes de régulation opérant a travers ce dogme
pour permettre d’affiner les subtilités de 1’homéostasie cellulaire. Notamment, 1’équilibre de
I’expression d’ARN a été¢ démontré comme étant un phénomeéne complexe et indispensable,
reposant sur une organisation infinitésimale de régulateurs de I’expression génique. De ces
régulateurs, certains agissent sur la structure méme de la chromatine afin de modifier a la fois
sa composition chimique au niveau de 1’acide nucléique ou de I’histone, et sa compaction a
I’échelle locale. Ces trois mécanismes, soit la modification directe de I’ADN, 1’ajout ou la
rétraction de groupes chimiques sur les octaméres d’histones, et le remodelage de la chromatine
forment I’épigénétique: I’information «au-dessus» de la génétique (Figure 1). Sans changer la
nature méme de I’ADN, I’épigénétique est, a travers 1’action des régulateurs de la chromatine
et par sa nature a la fois transmissible et malléable, le chef d’orchestre du destin cellulaire qui
différencie un neurone d’un ostéoblaste. De par la complexité de cette organisation et le nombre
de régulateurs responsables du maintien ou du changement des marques de 1’épigénétique, le
systeme est sensible et vulnérable a des variations. Ainsi, de nombreuses mutations dans ces
régulateurs €épigénétiques ont été rapportées comme €tant pathogéniques et des causes de
maladies telles que le cancer ou des troubles neurodéveloppementaux (Neurodeveloppemental
Disorders, ou NDDs). Dans le cadre de ce présent mémoire, des mutations dans des régulateurs
épigénétiques qui n’ont précédemment pas été associés a des maladies humaines impliquant le
neurodéveloppement seront étudiées afin d’établir de nouveaux liens entre régulateurs

épigénétiques et le neurodéveloppement.



1.2 Les mécanismes de I’épigénétique

Promoter Active Transcription

O HaHaKac @ H3K4me3 () H3K36me3
@ H3KIme3 @ H3K27Tme3 @ 5mC

Figure 1: L'épigénétique régule 1'expression génique en modifiant la chromatine
(Mirabella et al, 2016). Schéma montrant les modifications possibles de la chromatine,
soit les modifications d’histones (méthylation, acétylation), la modification de I’ADN
(méthylation), et le déplacement de nucléosomes. La polymérase a ARN (RNA POL II)
n’a acces a la chromatine que quand sa structure est accessible. HAT : Histone
Acétyltransférase, HDAC : Histone Deacetylase, KMT : Lysine M¢thyltransférase,
KDM : Lysine Déméthylase, DNMT : Déméthylase de I’ADN.

1.2.1 L’ADN et sa composition

La molécule d’ADN, ou acide désoxyribonucléique, est porteuse de 1’information
génétique par sa séquence. Elle est formée d’une succession de nucléotides qui sont rajoutés les
uns apres les autres pour former des chromosomes allant de 250 millions de paires de bases a
46 millions pour une totalité de plus de trois milliards de paires de bases®*. Les nucléotides

traditionnels sont I’adénosine (A), la Thymine (T), la Guanine (G), et la Cytosine (C). Ce dernier



nucléotide est unique dans sa capacité a étre modifi¢ de fagon covalente par 1’addition d’un
groupement méthyle (CH3) pour devenir du 5-méthylcytosine. Cette réaction est catalysée par
des enzymes méthyltransférases & ADN (DNA methyltransferase, DNMT)’, tandis que la
déméthylation peut se faire de facon passive pendant la réplication ou I’ADN nouvellement
synthétisé ne porte pas de modification et elle n’est pas rajoutée de fagon subséquente’. Ainsi,
la marque épigénétique a ce locus précis est perdue apres plusieurs cycles de réplication. Sinon,
la déméthylation peut se faire de fagon active en plusieurs étapes qui permettront d’enlever le
groupement méthyle, en substituant le nucléotide modifié par une cytosine a travers la
modification par les enzymes de la famille TET, ou en excisant une région enticre et la réparant

avec des nucléotides non-modifiés®.

La méthylation de I’ADN est généralement considérée comme une marque de répression
de I’expression, principalement a travers la méthylation d’ilots CpG (une Cytosine reliée a une
Guanine par un seul phosphate) qui se trouvent au niveau des sites de début de transcription
(transcription start-site; TSS)>. Prés de 70% des promoteurs annotés dans le génome humain
sont associés a ces régions caractérisées par un haut taux de G/C et un enrichissement de CpG,
et qui permettent une régulation de I’initation de la transcription®. La méthylation permet
d’établir une répression a long terme d’une région transcrite car la déméthylation spontanée est

un événement extrémement rare®.

Chez les mammiferes, les cellules embryonnaires sont dénudées d’une grande partie des
marques de méthylation dans leurs premiers instants>’. Ensuite, de nouvelles marques sont
¢tablies et maintenues lors de la différenciation cellulaire, notamment pour empécher
I’expression de génes de pluripotence, mais aussi I’expression de transposons et d’un allele des
génes soumis a empreinte parentale>®?. La méthylation de novo de 1’ADN se fait sous ’action
de la protéine DNMTI tandis que la maintenance se fait par DNMT3A et B°. Alors, la
méthylation de certaines régions du génome permet le recrutement de protéines les
reconnaissant spécifiquement: les MBPs (Methyl Binding Proteins, ou Protéines de Liaison au
Méthyle)!*!!. Les MBPs peuvent coordonner un effet répresseur en recrutant des co-répresseurs
qui empécheront la liaison de la machinerie de transcription ou d’enzymes permettant d’inverser

la réaction et de retrouver un nucléotide non-modifié. Elles peuvent aussi recruter des complexes



capables de remodeler les nucléosomes I’entourant et compacter I’ADN afin de stabiliser la

région réprimée' %13,

1.2.2 La chromatine et les nucléosomes

Le brin d’ADN est formé de nucléotides qui forment une double hélice. Cette dernicre
s’enroule autour de complexes protéiques nommés nucléosomes qui permettent une compaction
de la molécule d’ADN afin d’en réduire son volume. Le nucléosome comprend le cceur
protéique nucléosomique (CPN) et ’ADN qui I’entoure. Le CPN est lui-méme composé de
sous-unités nommeées histones, soit H2A, H2B, H3, et H4, qui sont présentes chacune en deux
exemplaires pour former un octameére'>!*. Chacune de ces sous-unités posséde aussi des
variantes (sauf H4) codées par des genes différents et pour lesquels différentes fonctions sont
associées'®. Les nucléosomes sont aussi associés a des histones de liaison H1 qui permettent de
lier un CPN a I’ADN de liaison entre deux nucléosomes. Par ce fait, la région est compactée et
le nucléosome est stabilisé. Les histones étant porteuses de charges positives, il est convenu que
la force d’interaction entre le nucléosome et I’ADN chargé négativement se fait par des
interactions électrostatiques. Un nucléosome est entouré de 145-147 nucléotides, et un

nucléosome est généralement trouvé toutes les 200 paires de bases'®.

La chromatine existe principalement sous deux états: I’euchromatine qui est considérée
comme une conformation «ouverte» ou la machinerie de transcription et d’autres complexes
sont en mesure d’accéder a la chromatine, et I’hétérochromatine ou la compaction de la
chromatine ne permet pas la liaison de facteurs de transcriptions et d’autres complexes pro-
transcriptionnels'” . Ces régions sont limitées dans 1’espace, c’est a dire qu’a un moment
donné, certains domaines de la chromatine se trouvent sous forme d’euchromatine tandis que
d’autres sont maintenus fermés. De plus, I’hétérochromatine peut étre fermée en tout temps,
comme dans les régions des génes soumis a I’empreinte; elle est nommée hétérochromatine

constitutive®'3.

Sinon, elle peut étre fermée uniquement a certains moments selon le type
cellulaire, le stade de différenciation, ou méme la phase du cycle cellulaire’* 3. Tous ces
mécanismes sont dépendants des nucléosomes et de leur position dans la chromatine, ou le

consensus général tend vers une accumulation de nucléosomes dans des régions fermées du



génome, a I’inverse de régions relativement dépourvues de nucléosomes (Nucleosome Free

Regions, NFRs) lorsqu’elles sont transcriptionnellement actives?.

Les complexes responsables du remodelage de la chromatine sont multiples et
permettent plusieurs réactions qui modifieront la position ou la composition du CPN. Ils
peuvent, par leur fonction hélicase ATP-dépendante, déplacer des nucléosomes a la paire de
base prés le long d’un brin d’ADN 2. De plus, ils peuvent modifier un nucléosome en
expulsant une ou plusieurs histones, déstabilisant le nucléosome?®’. La composition unique du
complexe déterminera les séquences cibles en combinant des protéines ayant des domaines de

reconnaissance de séquences ou de marques épigénétiques spécifiques.

1.2.3 Les histones et leurs variantes

Le CPN est formé de deux copies de chaque histone du cceur, et chacune d’entre elle
peut exister sous leur forme canonique, ou sous la forme d’une variante. Les variantes sont
codées par des genes différents et sont aussi stabilisées dans le noyau par des chaperonnes
différentes des histones constitutives'>. Du fait de leur propension a sédimenter ensemble, il est
indispensable de les associer a une chaperonne qui pourra aussi leur donner une spécificité de
ciblage dans le génome par ses sites de liaison distincts. Chaque chaperonne est porteuse d’un
dimére d’histones H3/H4 ou H2A/H2B, ou chacune des histones peut se trouver sous sa forme
canonique ou d’une variante, de sorte a créer des homo-diméres ou hétéro-diméres'>?’.
Contrairement aux histones canoniques, la transcription des genes codants pour les variantes
n’est pas dépendante de la réplication. Au contraire, leur transcription est régulée par différents
signaux, tels que la réparation aux dommages a I’ADN, I’augmentation de la transcription, ou
la différenciation cellulaire'>?”%°, L’échange d’histones peut se faire par le désassemblage total
de nucléosomes par des complexes de remodelage de la chromatine, puis la reformation de
nucléosomes en utilisant de nouveaux dimeres d’histones pouvant comprendre des variantes.
Sinon, un nucléosome peut aussi étre déstabilisé et un unique dimere déplacé du CPN. Ensuite,

un nouveau dimére est déposé par une chaperonne et restabilise la structure du nucléosome?®-°,

Le dépdt d’histones ayant des séquences légérement différentes, et donc des propriétés
chimiques et physiques différentes permet a plusieurs mécanismes épigénétiques de se produire.

Premierement, des protéines comprenant des domaines de liaison a ces variantes d’histones



peuvent s’y lier, et donc conférer une spécificité de liaison a la chromatine qui va au-dela de la
simple séquence. De ce fait, ’histone H2A.X est spécifiquement phosphorylée (YH2AX) aux
sites de bris de ’ADN, permettant le recrutement et le maintient a ces sites, ou foci, de la
machinerie de réparation des dommages a I’ADN>!'*2, Notamment, la chromatine est
décondensée au niveau des foci de dommages a I’ADN, probablement par les complexes de
remodelage de la chromatine qui y sont recrutés par affinité pour YH2AX?2. Ensuite, les
propri¢tés de différentes variantes conférent au nucléosome une stabilité en conséquence.
Certaines variantes étant plus sensible in vitro a un gradient de sel; elles se délogent plus
facilement de la chromatine in vitro, probablement a cause d’interactions moins fortes avec le
reste du CPN ou I’ADN'3°, Ainsi, la variante H3.3 est plus présente au niveau des TSS,
correspondant au besoin de la polymérase a ARN POL II de déplacer les nucléosomes lors de

la transcription®*3!,



1.2.4 Les modifications d’histones

Chaque histone forme une structure particuliére incluant une queue N-terminale et un
cceur globulaire positionnée plus centralement au nucléosome. Sur ceux-ci, certains acides-
aminés peuvent eétre modifiés chimiquement pour rajouter de fagon réversible des groupements
permettant d’altérer les interactions entre nucléosome et ADN, ou de changer les interactions
spécifiques avec d’autres protéines (Figure 2)**. Toutes les histones peuvent étre modifiées, bien
que les histones du CPN soient les plus étudiées'®**. Les queues des histones étant positionnées
a I’extérieur du CPN, elles sont donc plus accessibles et plus facilement modifiables, mais des
modifications du cceur d’histone sont aussi possibles. Malgré leur role important dans la biologie
cellulaire, les queues d’histones peuvent étre complétement tronquées sans impact sur la stabilité
du CPN*. C’est donc leur role dans la formation de la structure locale et globale de la

chromatine qui est indispensable.

Key:
(t) Methylated
Q Acetylated
O Phosphorylated
(:) Ubiquitinated

Figure 2: Les résidus des queues d'histones peuvent étre modifiés. (Lawrence et al.,
2016). Chaque résidu est indiqué par son code uni-lettre, soit T : Thréonine, S : Sérine,
K : Lysine, R : Arginine. La modification du résidu est indiquée par sa couleur, soit vert :
méthylation, rose : acétylation, bleu : phosphorylation, jaune : ubiquitination.



Ainsi, sachant que les interactions se font principalement grace aux charges positives
des histones en complément des charges négatives de I’ADN, I’ajout de groupements acétyles
permet la neutralisation de I’histone et donc la déstabilisation de ces interactions!®®. Par
conséquent, la structure de la chromatine décondensée et plus accessible pour la transcription.
L’ajout de groupements acétyles sur les lysines d’histones est médié par des Histones Acétyle-
Transférases (HAT) ou Lysine Acétyle-Transférases (KAT), tandis que le retrait de ces
modifications se fait par des Histones Déacétylases (HDAC) ou Lysine Déacétylases (KDAC)'®.
Les HAT et HDAC sont spécifiques aux histones, tandis que les KAT et KDAC peuvent aussi
acétyler d’autres protéines. Chacune permet de modifier une ou plusieurs lysines distinctes,
permettant 1’obtention de profils uniques selon 1’expression de certaines HAT ou HDAC.
Certaines acétylations sont connues comme ¢&tant des signes évidents d’une région

transcriptionnellement active, comme H3K27Ac, H3K4Ac, ou encore H2AK7Ac!%3¢,

La seconde modification d’histone est la méthylation de résidus lysines. Contrairement
a l’acétylation, la méthylation ne cause pas de modification au niveau de la chimie du
nucléosome'®. Par contre, elle permet le recrutement d’autre facteurs qui amplifient le signal a
travers la poly-méthylation (jusqu’a trois groupements sur la méme lysine) et le recrutement de
complexes de remodelage de la chromatine comme PRC1/2%7, ou méme empéche le recrutement
de certains facteurs en cachant le site de liaison. De plus, il n’y a pas de consensus quant au role
de la méthylation des lysines d’histones. En effet, elle a généralement un rdle de répression,
comme pour H3K27me3 qui est notamment associée a la répression par son role antagoniste a
’acétylation, et est une marque indispensable pour I’inactivation du chromosome X>8. Certaines
méthylations sont aussi des marques de 1’hétérochromatine constitutive comme H4K20me3,
H3K9me3, et H3K79me3. Par contre, H3K36me3 est une marque enrichie dans les régions
transcriptionnellement actives, mais aussi présente dans 1’hétérochromatine constitutive de
certains génes soumis a I’empreinte®*°. Enfin, H3K4me2 est une marque épigénétique
intéressante car elle est présente en complément avec des marques de répression comme
H3K27me3 dans des régions qui ne sont pas transcriptionnellement actives, mais qui le
deviendront dans le développement, acquérant a la place la marque activatrice H3K27ac*!"*>. Ce
phénomene forme des régions de préparation a la transcription (« poise ») qu’on appelle

bivalentes, c’est a dire de I’hétérochromatine facultative. Autre que les lysines, certains résidus



d’arginine peuvent aussi €étre méthylés, et ces méthylations sont principalement associées a

I’activation de la transcription!®3¢.

Les queues d’histones étant a I’extérieur du CPN, elles sont bien plus accessibles par les
enzymes capables de les modifier. Pourtant, un nombre de résidus localisés sur la surface
globulaire du nucléosome ont été détectés portant des modifications, et sont nécessaires pour
plusieurs mécanismes cellulaires. Par exemple, H3K79me3 est indispensable pour Ie
raccourcissement des télomeéres causé par la sénéscence®, et H3K122Ac augmente 1’éviction
de nucléosomes in vitro et stimule la transcription en s’intercalant directement entre le CPN et

le brin d’ADN qui I’entoure!6#,

D’autres modifications peuvent étre sources de signaux sur les nucléosomes, comme la
phosphorylation, ’ubiquitination, I’ADP ribosylation, la déamination, ou la sumoylation'.
Notamment, la phosphorylation par les kinases Aurora A et B sont nécessaires lors de la mitose
pour I’hypercondensation des chromosomes et le recrutement d’enzymes capables de déacétyler

les histones du CPN pour stimuler des interactions inter-nucléosomes***.

1.3. Le développement neural

1.3.1 Différenciation séquentielle des différents types cellulaires du cerveau

1.3.1.a Cellules Souches Neurales et Cellules Neuroépithéliales

Le systeme nerveux central (SNC) est formé de cellules provenant de 1’ectoderme qui se
différencient en les premicres cellules neurales: les cellules neuroépithéliales (CNE). Celles-ci
donneront lieu aux cellules souches neurales (CSNs), ou cellules progénitrices neurales, la
source de toutes les cellules neurales du cerveau*’*®. Sachant que la totalité des cellules neurales
proviennent d’une petite population de cellules, et que le destin cellulaire est engagé
relativement tot dans la différenciation de la cellule, il est important de différencier les deux
types de divisions qu’elles peuvent engager. La premiere est la division dite proliférative, ou
symétrique, tandis que la seconde est de différenciation, ou asymétrique. Le caractere
symétrique ou asymétrique est coordonné par 1’orientation du fuseau mitotique en comparaison

a la composition de la membrane de la cellule. En effet, certains éléments du cortex cellulaire



et du cytoplasme peuvent étre ségrégés a certaines régions de fagon parallele ou perpendiculaire
au fuseau mitotique*®*°. Si la séparation est paralléle au fuseau, alors la cytocinése permet la
séparation de deux cytoplasmes et deux membranes porteurs de facteurs différents. Par
conséquent, il est possible d’obtenir deux cellules filles différentes dans une méme division
cellulaire. Ainsi, dans le cas d’une division asymétrique d’une CSN, une des cellules filles
conserve ses traits de cellule progénitrice, tandis que 1’autre peut engager un destin cellulaire
terminal. De plus, les divisions symétriques peuvent se produire soit pour amplifier la population
de progéniteurs souches qui n’ont pas enclenché un profil de différenciation, ou des progéniteurs
qui sont déja destinés a un type cellulaire particulier afin de controler spécifiquement le nombre
de cellules correspondant a chaque catégorie*’ . En général, le terme de CSN est controversé
car une cellule neurale est déja partiellement différenciée mais sera utilisé pour caractériser les
cellules donnant lieu aux trois types majoritaires de cellules du cerveau: les neurones, les

astrocytes, et les oligodendrocytes.

Les cellules NE ainsi que les autres progéniteurs neuraux non-souches (qui ne peuvent
pas se différencier en tous les types neuraux, mais ne sont pas en phase terminale de
différenciation) sont capables de se diviser de facon asymétrique et symétrique, bien que la
division symétrique de progéniteurs non-souches déja enclenchés dans un sous-type neural soit
généralement courte (2-3 divisions)**. On parle de cellules souches neurales, ou cellules
progénitrices neurales, pour des CNEs qui ont acquis des marqueurs de différenciation, mais qui
sont encore multipotentes. La grande majorité des cellules neurales progénitrices est €puisée
lors du développement, mais certaines cellules appelées cellules souches adultes sont conservées
et peuvent &tre ré-activées plus tard, bien que leurs fonctions et mécanismes soient peu
connus®>>!, Les CSNs sont, a tous les stades du développement, organisées parallélement les
unes aux autres, avec un coté orienté vers I’intérieur, que 1’on nomme la surface apicale; et un
coté orienté vers l’extérieur, soit la surface basale. Quand il y a division, les cellules
différenciées migrent vers I’extrémité basale de sorte que les cellules les plus jeunes soient a
I’extrémité basale du cerveau. Il y a donc un gradient de cellules formées au cours du temps de

la surface apicale a la surface basale, formant des couches successives de cellules spécifiques.

C’est la continuité des CNEs et des premiers progéniteurs entre les deux extrémités qui permet
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de guider les cellules différenciées vers la lamina basale en leur permettant de migrer le long

des projections des progéniteurs.

1.3.1.b Progéniteurs Apicaux

La premiere grande catégorie de CSNs est les progéniteurs apicaux (PAs). Ces derniers
sont différents des CNEs par 1’acquisition de marqueurs astrogliaux tels que GLAST ou BLBP
qui permettent de les différencier des progéniteurs du systeme nerveux périphérique et des
progéniteurs de la rétine*’. Chaque PA est généralement restreint dans sa capacité a générer un
type cellulaire selon le type de marqueur qu’il exprime, qui lui méme dépend du stade de
développement. En effet, les PAs acquicrent successivement différents marqueurs leur
permettant de se diviser en un seul type cellulaire, principalement neurone, astrocyte, puis

oligodendrocyte®>>.

Le noyau des PAs migre de facon dépendante du cycle cellulaire le long de 1’axe apico-
basal. Ainsi, en stade G1, leur noyau se trouve accolé a la surface apicale puis migre radialement
vers la lamina basale pour la réplication. Chez les PAs, contrairement aux CNEs, le noyau
n’atteint pas I’extrémité basale, et est restreint dans la couche appelée zone ventriculaire (ZV),
ou il n’y a que des progéniteurs. Ensuite, le noyau rebrousse chemin vers 1’extrémité apicale ou
se produit sa mitose. S’il y a formation d’une cellule différenciée, elle migre au dessus des
noyaux des PAs hors de la ZV>***. La majorité des PAs sont des PA radiaux gliaux qui
conservent un processus apical et basal. Certains progéniteurs apicaux sont nommeés
progéniteurs apicaux intermédiaires (APIs) puisqu’ils se différencient des PA radiaux gliaux par
la rétraction de leur processus basal pour la mitose, les for¢ant dans une division symétrique
neurogénique®*. La membrane apicale des PAs ne représente que 1 4 2% de la membrane totale,
mais contient le cilium primaire qui s’étend vers la lumiére du ventricule du cortex en

t48

développement™. Par cette connection, les cellules apicales maintiennent un contact avec le

Liquide Céphalo-Rachidien et sert d’antenne pour recevoir les signaux moléculaires en
provenant.

1.3.1.c Progéniteurs Basaux

La seconde classe de progéniteur neural est les progéniteurs basaux (PBs). Ces

progéniteurs sont formés par la division de PAs, mais ce sont toujours des cellules capables de
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proliférer et de donner lieu a des types cellulaires différents 48, Les PBs sont différents des
PAs par leur mouvement lors du cycle cellulaire: a la premicere division d’un PB généré depuis
un PA, son noyau migre vers la lamina basale, et la cellule se détache de la surface apicale de
sorte a perdre le contact avec les signaux apicaux*®>. Alors, les PBs sont ensuite générés, en
différents sous-types. Contrairement aux PAs, la mitose des PBs a lieu a I’extrémité basale de
la ZV, et leur noyau migre trés peu des qu’il y est localisé€. Tous les PBs se divisent peu, soit
une a trois divisions, et de fagon uniquement symétrique, premicrement proliférative puis
neurogénique>*. Plusieurs types de PBs existent selon leur morphologie, catégorisés en deux
classes majeures: les PBs radiaux et les PBs intermédiaires. Seuls les PB radiaux maintiennent

un processus basal, les PB intermédiaires se trouvant dans la ZV sans attache aux extrémités*®33.

Les PBs forment au cours du développement la zone sub-ventriculaire (ZSV) qui se
trouve entre la ZV et la surface basale. Celle-ci est suggérée comme étant responsable de la
croissance de la quantité de neurones au cours de 1’évolution. En effet, un lien entre la taille de
la ZSV et I’avancement dans I’arbre phylogénétique a été observé, indiquant qu’un plus grand
nombre de progéniteurs donne lieu a un plus grand cortex; et donc une plus grande complexité

neurale’®.

Apres une différenciation terminale, les cellules formées sont des précurseurs des types
cellulaires majoritaires dans le cortex: des précurseurs neuronaux (PNE), astrocytaires (PAC),
ou oligodendrocytaires (POC) (Figure 3). Chacun opere ensuite a plusieurs étapes de maturation

afin de former des cellules opérationnelles.

D& Birth

> L
Neuroepithelial Cells
B Neural Stem Cells

B Neuronal Progenitors
Astrocyte Progenitors
B Oligodendrocyte Progenitors

Figure 3: Différenciation séquentielle des progéniteurs neuraux au cours du
développement mammifére. Schéma démontrant la progression de la formation de
chacun des progéniteurs des cellules du cortex cérébral dans le développement des
mammiferes. Les cellules neuroépithéliales acquerent rapidement les marqueurs des
cellules souches neurales qui peuvent former séquentiellement en progéniteur neuronal,
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progéniteur astrocytaire, et enfin progéniteur oligodendrocitaire selon la phase du
développement a laquelle la division prend lieu.

1.3.2 Voies moléculaires de la différenciation neurale

STAT3
<> WNT
( D Q
NEC NSC NSC NOTCH NSC
SHH
. WNT BMP
\ ) WNT
ot Wi STAT3
SHH NOTCH P <
- ~" .
NOTCH
Neuron Astrocyte Oligodendrocyte

Figure 4: Voies moléculaires impliquées dans la différenciation de cellules neurales.
L’activation ou la répression de voies moléculaires est indispensable pour la maintenance
de I’état pluripotent ou la différentiation en progéniteur spécialisé. NEC : Cellule
Neuroépithéliale, NSC : Cellule Souche Neurale. Les fleches circulaires indiquent I’auto-
renouvellement.

Chaque étape du développement des CNEs jusqu’aux cellules différenciées est contrdlé
par des changements spécifiques des génes exprimés dans les cellules progénitrices (Figure 4).
Ainsi, plusieurs voies biologiques sont responsables de la formation de certains types cellulaires,
par leur présence ou leur absence. De plus, 1’activation d’une méme voie moléculaire dans des
contextes différents par le temps ou I’espace peut avoir une conséquence radicalement
différente. Deux mécanismes principaux agissent de fagon antagoniste afin de déterminer le type
de division que les progéniteurs réalisent: le maintien de la multipotence et la différenciation.
Ainsi, la multipotence insinue 1’expression de facteurs appartenant aux cellules « souches » ou
prolifératives, et la différenciation signifie la répression de ceux-ci, et ’expression de facteurs
spécifiques a un type cellulaire. De ce fait, ce n’est pas qu’en réprimant les facteurs de
prolifération qu’un progéniteur peut donner lieu a une cellule différenciée, mais aussi en

induisant une spécification. De plus, une hypothése majoritaire de la sélection de la voie de
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différentiation ou de I’auto-renouvellement est que la longueur du cycle cellulaire serait un des
ses facteurs déterminants®’*8. En effet, un cycle cellulaire court ne serait pas propice a
I’accumulation de facteurs de polarité et promouvrait une différentiation symétrique. Au
contraire, le cycle cellulaire d’une cellule progénitrice est significativement ralenti quand elle
va procéder a une division neurogénique’”, et I’inhibition temporaire de I’avancement du cycle

cellulaire est suffisante pour induire une division neurogénique®.

1.3.2.a Pluripotence et Auto-Renouvellement

En général, le développement des cellules du SNC se fait de fagon séquentielle, soit en
premier la prolifération des CSNs, puis I’acquisition de marqueurs gliaux leur permet de se
différencier. Les premieres cellules a étre formées sont des PNE, puis les CSNs gagnent la
capacité de se différencier alternativement en PAC, et enfin la capacité de former des POC.
L’activation successive de différentes combinaisons de voies biologiques permet la
spécification de chacun des types. Dans les CNEs, ’activation de la voie WNT/B-caténine est
nécessaire pour la maintenance de I’état pluripotent tot dans leur développement®! %3, Cette voie
biologique est activée de fagcon canonique par la liaison de protéines de la famille WNT a un
récepteur extracellulaire de la famille Frizzled. La voie d’activation canonique implique la
stabilisation de la P-caténine en inhibant sa dégradation par GSK-3f, lui permettant de
transloquer vers le noyau et s’associer a des facteurs de transcription TCFs (T-cell factors,
facteurs des cellules T) ou LEFs (Lymphocyte Enhance Factor, Facteur de renforcement des
lymphocytes)®*%>. En effet, la B-caténine est nécessaire pour maintenir la polarité apico-basale
des CNEs en induisant I’expression de la Protein Kinase C atypique (aPKC) grace a I’activation
de la transcription dépendante de TCF®. Aussi, la p-Caténine serait responsable de la formation
d’une surface apicale suffisamment grande pour que les deux cellules filles soient porteuses de
suffisamment des facteurs de multipotence, quoi que soit I’axe de division. La voie WNT/B-
Caténine semblerait promouvoir la prolifération de CNEs en induisant les cyclines D1 et D2,
ainsi que c-Myc, ce qui semble suivre I’hypothése du cycle cellulaire contrélant I’auto-
renouvellement®>%+%. Dans la rétine, la voie WNT/B-Caténine induit I’expression de SOX2, un
facteur de transcription indispensable pour 1’auto-renouvellement et qui inhibe la
différentiation®>%. Par contre, SOX2 est responsable d’une boucle de rétroaction négative ou il

réprime la voie WNT pour permettre aux CSN de se différencier®.
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La prolifération des CNEs est particulicrement dépendante de la voie Sonic Hedgehog
(SHH). Sa voie canonique implique la liaison du ligand SHH a son récepteur extracellulaire
Patched (PTCH), induisant la relache de la répression de Smoothened (SMO), ce qui entraine
I’activation des facteurs de la famille GLI®?. Ces facteurs peuvent étre activateurs ou répresseurs
selon le contexte, mais il est connu que SHH est nécessaire pour la prolifération des CNEs in
vivo, et que I’ajout de SHH ectopique in vivo induit le doublement de la prolifération de CSNs
provenant du tube neural, ainsi que la prolifération de progéniteurs in vitro®’~*°. Aussi, la voie

SHH inhibe la différenciation des CSN in vivo®”%°,

La voie moléculairce NOTCH dépend d’une interaction entre deux cellules, ou la
premicre exprime un ligand de la voie NOTCH, tandis que la seconde y exprime un récepteur
spécifique. L’interaction induit le clivage du récepteur NOTCH pour produire le Domaine
NOTCH Intracellulaire (NICD, NOTCH Intracellular Domain) qui transloque vers le noyau et
s’associe avec la protéine CSL (CBF1 ou RBPJ) pour I’activer et former un complexe activateur
de la transcription’’. La fonction de la voie NOTCH est particuliére: I’engagement dans une
voie neuronale active I’expression de geénes proneuraux, tels que ASCLI ou NEUROGI, qui
eux-méme induisent 1’expression de ligands de NOTCH a la surface des cellules en
différenciation’®’?. De ce fait, la voie NOTCH est activée dans les cellules avoisinantes,
permettant un ralentissement dans la réponse a des signaux extracellulaires, ce qui inhiberait la
différenciation’®’!. Dans ces cellules 13, des facteurs de transcription bHLH (basic Helix Loop
Helix, Hélice Boucle Hélice basique) comme HESI et HESS sont exprimés en aval de la voie
NOTCH, ce qui inhibe I’expression de régulateurs de la différentiation comme SOX2/ et de

génes neurogéniques comme ASCLI™>7,

1.3.2.b Neurogenése

Au cours du développement neural, la voie WNT/B-Caténine s’¢loigne de son pouvoir
prolifératif pour induire a la place I’arrét du cycle cellulaire et la différenciation neuronale®'.
L’accumulation nucléaire de B-Caténine est suffisante pour induire la différenciation

7476 De plus, la voie P-Caténine active des facteurs neurogéniques comme

neuronale
NEUROGI et NEUROG?2, des facteurs de transcriptions indispensables pour I’engagement vers

un destin neuronal®"7.
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Les BMPs (Bone Morphogenic Proteins, Protéines Morphogénes de 1’Os) font partie de
la famille des TGFp (Transforming Growth Factor B, Facteur de Croissance Transformateur ).
Ils sont sécrétés et activent des récepteurs a la surface des cellules BMPRI et BMRII, des
récepteurs tyrosine kinase (RTK)”’. La transduction du signal se fait ensuite par la
phosphorylation de protéines SMAD qui peuvent ensuite former des complexes avec la protéine
SMAD4, ou co-SMAD, et transloquer vers le noyau pour activer des genes en se liant a la
séquence de réponse spécifique aux BMPs dans leur promoteur’’. Dans les premiéres CSNs, les
BMPs activent spécifiquement BMPRIa, qui promeut la prolifération mais qui induit aussi
’expression de BMPRI®!-747778 (C’est ensuite 1’atteinte d’un seuil spécifique de BMPRIb qui
change I’activité des BMPs pour activer I’expression de geénes neurogéniques et induire 1’arrét

du cycle cellulaire®”’.

1.3.2.c Astrogenése

Les cellules non-neuronales du cerveau sont principalement des astrocytes et des
oligodendrocytes. Afin de produire ces cellules gliales, il est nécessaire pour les CSNs de réduire
I’expression des genes neurogéniques qu’elles exprimaient afin de produire des PNEs par
division asymétrique, et d’exprimer en leur place des marqueurs gliaux. Méme en culture, les
CSNs produisent premierement des PNEs, puis des PACs, et enfin des POCs, signifiant qu’il
existe des mécanismes intrinseques aux CSNs qui régulent la formation séquentielle de chacun
des types cellulaires’”’. En effet, les neurones premiérement formés sont la source de
I’astrogenese a travers leur expression de CTF1, un gene indispensable pour la formation
d’astrocytes, et qui permet d’instruire les CSNs parentes de procéder au changement vers la
gliogenése™®#!. CT-1, la cytokine de la famille de I’interleukine-6 codée par le géne CTF1,
active la voie JAK/STAT dans les CSNs. Aussi, les facteurs solubles CNTF (Cilliary
Neurotrophic Factor, Facteur Cilliaire Neurotrophique) et LIF (Leukemia Inhibitory Factor,
Facteur d’Inhibition de la Leucémie) induisent la voie STAT3/JAK pour permettre 1’expression
de GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein, Protéine Acide Fibrillaire Gliale)®!*2. Les récepteurs
de CNTF et LIF permettent la phosphorylation de STAT3 en activant la kinase JAK (Janus
Kinase), ce qui I’active et induit sa translocation au noyau pour active I’expression de

GFAP61’79’82.
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Les voies NOTCH, WNT, et BMP sont activées de fagon concurrente pour stimuler la
formation d’astrocytes. En effet, 1’activation de la voie NOTCH dans les cellules non-
neuronales permet 1’expression de bHLH répresseurs qui empéchent 1’expression de facteurs
pro-neuronaux, ainsi que I’expression CSL-dépendante de GFAP3% Effectivement,
I’expression ectopique de HESS promeut la gliogenese aux dépends de la neurogenese. De plus,
la voie STAT3 induit la répression de facteurs de transcription bHLH neurogéniques en activant
la voie NOTCH, tandis que la voie NOTCH active elle-méme la voie STAT3 en recrutant la
kinase JAK2%#2_ De son coté, BMP4 peut aussi activer la voie JAK/STAT pour promouvoir la
maturation d’astrocytes GFAP+”’. Enfin, la voie WNT activée dans les neurones induit
I’expression de ligands BMPs qui sont ensuite sécrétés et activent 1’astrogenese dans les cellules

environnantes, tout en inhibant la différenciation oligodendrogliale®!””.

1.3.2.d Oligodendrogenése

Le dernier type cellulaire a étre formé est 1’oligodendrocyte. Alors que la voie NOTCH
est réactivée pour former des astrocytes, il est nécessaire de 1’inhiber de nouveau pour former
les POCs car le maintien de 1’activation de la voie NOTCH empéche la différenciation de POCs

6183 " De plus,

in vitro et la perte du signal NOTCH induit la maturation précoce de POCs
I’expression ectopique de SHH induit la formation de POCs exprimant des marqueurs
spécifiques oligodendrocytaires comme OLIG1/2 in vitro et in vivo, tandis que sa perte entraine
une baisse de la population oligodendrocytaire et de la myélination®*®7. Les deux facteurs de
transcription OLIGI1 et OLIG2 sont nécessaires et suffisants a la formation d’oligodendrocytes,
et leur perte induit un défaut total de la production de POCs®. Au contraire, 1’activation de la
voie BMP inhibe la formation de POCs in vivo et ’ajout de BMPs dans une culture de POCs

induit méme leur différenciation anormale en astrocytes GFAP+8488.90.91
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1.3.3 L’épigénétique dans le développement neural

Neuroepithelial Apical radial glial cells
cells

Neuroepithelial —— Aplical radial glial cells——= Basal progenitors — Neuron subtypes — Neuronal maturation

cells (aRGs) (blPs, bRGs)
BAF155, BAF170, BRG1, BAF155, BAF170, BAF155, BAF170, BAF100a, BAF100b,
CHD7 CHD4, CHD8, CHD7, SNF2L, MBD3, BAF170,L5D1, HDACT,
BAF55a, NuRD complex, CHD4, CHDS, TRRAP HDAC2, RBEP4, MBD3

MRG15, TRRAP, SNF2H

Figure 5: Les régulateurs de la chromatine sont impliqués dans le développement
neural. (Sokpor et al, 2018). Des genes impliqués dans la régulation de la structure de la
chromatine ont ét¢ impliqués dans le développement du cortex cérébral. Chaque géne est
associ¢ a un phénotype pathogénique dans un modele animal & un certain stade du

développement.

(Dendritic morphogenesis)

BAF53b, BAF100a, BRM,
CHD3, CHDS5, HDAC2,

CcpP

SVZ

Comme il a été établi ci-dessus, le développement neural nécessite 1’expression de genes

selon un modele spatio-temporel extrémement précis. La modification du profil transcriptionnel

cellulaire repose sur 1’action de remodeleurs épigénétiques qui induisent des changements dans

la chromatine pour activer ou inhiber les voies impliquées dans le neurodéveloppement. En

effet, une multitude de facteurs impliqués dans les mécanismes épigénétiques énoncés

précédemment ont une place pivotale dans I’identité des différents progéniteurs neuraux et leur

maturation (Figure 5)°>. Particuliérement, ces facteurs agissent généralement en tant que

complexes composés d’une multitude de protéines ayant des fonctions différentes, et dont la
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composition change au cours du développement, leur octroyant une spécificité a la fois dans le

ciblage et I’activité.

Le remodelage des nucléosomes de fagon ATP-dépendante est composé de trois
mécanismes: 1’assemblage et 1’organisation nucléosomale, 1’accés a la chromatine, et 1’édition
nucléosomale. Les facteurs responsables de 1’organisation nucléosomale permettent le
positionnement correct des nucléosomes lors de la formation initiale de la chromatine. Les
complexes capables de réaliser cet assemblage sont les familles ISWI (Imitation Switch) et
CHD/NuRD (Chromodomain Helicase DNA-Binding / Nucleosome Remodeling
Deacetylase)®*%*. Ils peuvent donc former des nucléosomes matures séparés de ~147pb. L’acces
a la chromatine est ensuite modulé par la modification du positionnement de ces nucléosomes
le long de la chromatine, soit en les déplagant, soit en procédant au désassemblage de
composantes du NPC ou du nucléosome en entier’. La majorité des acteurs de ’accés a la
chromatine est formée par la famille BAF (BRG1 or BRM Associated Factors) ou SWI/SNF
(SWltch/Sucrose Non Fermentable). Généralement, 1’agrégation de nucléosomes déplacés plus
proches les uns des autres promeut 1’éviction de dimeéres puis de 1’octamére en entier, formant
des régions d’ADN libres a la liaison par d’autres protéines”>®. Enfin, 1’édition de nucléosomes
implique le changement de certaines histones pour des variantes, particulierement par la famille
INOBSO. La déstabilisation de nucléosomes par des CRC permet le retrait puis 1’ajout subséquent
de différentes histones, et donc la possibilité de rajouter de nouvelles histones a certains loci®**>.
Les complexes de remodelage de la chromatine étudiés ici sont le complexe BAF et le complexe

NuRD.

1.3.3.a Le Complexe BAF

Le complexe BAF est composé de plus de 15 sous-unités, certaines étant mutuellement
exclusives et occupant la méme position a certaines étapes du développement, tandis que
d’autres sont des composantes facultatives ou échangeables. Les différents complexes BAF sont
nommés selon le moment ou ils sont exprimés, soit pour le cortex le complexe esBAF
(Embryonic Stem cell BAF), npBAF (Neural Progenitor BAF), et nBAF (Neuronal BAF). 11
existe aussi le complexe PBAF (Polybromo-associated BAF) dont la composition est légerement

différente car ils ne contient que 1’hélicase BRG1/SMARCA4 et possede les sous-unités
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spécifiques PBRM1 (BAF180) et ARID2 (BAF200) contrairement aux complexes BAF qui
comprennent a la place la sous-unité BAF250 (ARID1)*>%. Le complexe BAF est composé
d’une hélicase (SMARCA4 ou BRM/SMARCA?2), d’un complexe-cceur formé de SMARCBI
(BAF47), SMARCC1 (BAF155), et/ou SMARCC2 (BAF170), et d’autres facteurs
interchangeables’”. Chacune des sous-unités possédent un ou plusieurs domaines capables de se
lier a I’ADN directement ou a des histones, modifiées ou non, ou des domaines de liaison a
d’autres protéines*®®. Le complexe BAF a, sous toutes ses formes, une importance cruciale
quant au développement neural, dans la formation de SCNs, leur prolifération, leur

différenciation, et la maturation de types cellulaires ou de sous-types particuliers *>~7.

La perte du complexe BAF dans un modé¢le animal ou cellulaire peut se faire soit par
inactivation génétique de I’hélicase SMARCA4 ou SMARCA2, ou par la double inactivation de
SMARCCI et SMARCC2 qui entraine la séparation des sous-unités et leur dégradation
subséquente’’. Ces modéles sont létaux au stade embryonnaire, et ’inactivation du complexe
BAF SCN-spécifique induit la perte de structures corticales et la malformation du
neuroépithélium olfactif®> 7. Plus précisément, I’ablation du géne Smarca4 aprés la formation
des premieres SCNs chez la souris entraine la perte des progéniteurs Sox2+, notamment par la
perte de la transcription Pax6-dépendante, ce dernier étant un marqueur exprimeé
majoritairement chez les PARGs et nécessaire a la formation du cortex et de 1’0eil”’ %, Dans
le neuroépithélium olfactif, la perte de Smarccl entraine une baisse de la capacité proliférative
des SCNs due a un arrét du cycle cellulaire précoce, et la délétion de Smarcc2 dans le cortex en
développement induit un biais vers I’astrogenése et une déplétion des progéniteurs radiaux”®,
Outre Smarca4, I’inactivation des sous-unités du complexe npBAF Phf10/Dpf2 (Baf45a/d) ou
Actléa (Baf53a) empéche aussi la prolifération et 1’auto-renouvellement des SCNs,
particuliérement en inhibant la voie Wnt dans la corticogenése tardive'%' 19, Enfin, la sous-unité
spécifique au npBAF SS18 est nécessaire pour I’auto-renouvellement et sa délétion dans des

SCNss est suffisante pour induire 1’arrét du cycle-cellulaire!%*!%4,

Pourtant, dans des progéniteurs plus précoces, le complexe BAF active I’expression de
genes gliaux comme GLAST ou BLBP et inhibe I’expression de geénes spécifiques de
prolifération comme Pax6 et Sox2, et le marqueur neuroépithélial Ocln, démontrant un pouvoir

neurogénique'®'%. De plus, le complexe BAF est nécessaire pour I’inhibition de la voie Shh
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dans le développement cortical en interagissant directement avec des facteurs Gli, et en se liant

106

a des séquences cibles des facteurs Gli'™. Aussi, le complexe BAF est impliqué dans 1’activation

de la voie Shh et I’expression de ses génes cibles dans des neurones en maturation'>1%,
Additionnellement, Brg est impliqué dans 1’expression des génes de la voie Notch dans les

SCNs, et donc dans ’inhibition de la différenciation neurale'®!

. Ainsi, le complexe BAF exhibe
une dichotomie dans ses fonctions cellulaires, étant a la fois promoteur de 1’auto-renouvellement

et inhibant la pluripotence.

Durant le développement, un changement critique du complexe npBAF au complexe
nBAF est nécessaire pour la maturation neuronale. Ce transfert se fait par I’expression du
répresseur REST dans les neurones post-mitotiques, qui réprime I’expression des micro ARNs
mir-9* et mir-124'%7. Par conséquent, la cible des ces miRNAs Actl6a est réprimé et la sous-
unité exclusive Actl6b prend sa place dans le complexe nBAF!?1% De plus, la maturation
neuronale implique la compétition entre Smarccl et Smarcc2, ou le dernier est plus exprimé
dans les progéniteurs puis son expression est diminuée lors de la différenciation!®®!'°. Dans le
complexe BAF, ces protéines peuvent exister sous forme d’homodimeére ou d’hétérodimere,
donnant une spécificité au complexe par leur singularité structurale. En effet, SMARCC2
possede un domaine de liaison a REST a son extrémité N-terminale, contrairement a
SMARCC1'”, L’augmentation graduelle de Smarccl induit ’ouverture de la chromatine et
I’activation de génes cibles de Pax6, ainsi que le recrutement Brg/-dépendant des facteurs
neurogéniques Sox11, Nfib et Pou3f4 aux cibles de Pax6 comme Cux/ et Thr1'%!°, Ensuite,
Actl6b et le reste du nBAF (notamment les marqueurs de neurones matures Ctipl/2 ou
BAF100a/b, Bcllla/b) sont nécessaires pour la maturation, la survie, et la dendrogenese

neuronale!'111,

La maturation neuronale implique la migration neuronale vers les couches supérieures,
un mécanisme affecté par la délétion de Ctipl a travers la perte de la répression du facteur
Sema3c''?. De plus, Ctipl est nécessaire pour la morphogenése de neurones de la moelle
épiniére'!®. Additionnellement, la dendritogenése de neurones corticaux en culture est
dépendante de I’expression d’Ac#/6b, notamment a travers un domaine qui lui est spécifique par
rapport a son homologue Actl6a, avec qui il a pourtant 87% d’homologie!®!. Enfin, la transition

vers le complexe nBAF implique 1’échange de SS18 pour la sous-unit¢ CREST (Calcium
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Responsive Transactivator) a la sortie du cycle cellulaire’'“. Cette dernicre est responsable pour

I’activation de c-fos lors de la synaptogenese et est impliquée dans I’arborisation neuronale

dépendante du calcium!!!15,

En plus de la neurogenese, le complexe BAF est aussi impliqué dans la gliogenese,
particuliérement 1’oligodendrogenese. En effet, I’ablation de SMARCA4 ou SMARCC?2 dans
des SNCs adultes empéche la formation de neurones et induit directement la gliogenese, et la
perte de Smarca4 dans les SCNs murines induit la différenciation terminale des neurones avant
la gliogenese!®-11%!11¢ De plus, lors de la maturation oligodendrocytaire, il y a un enrichissement
significatif de I’ARN polymérase RNAPII au niveau des geénes de remodelage de la chromatine,
particuliérement au locus de Smarca4''’. La perte de Brgl sous le contrdle du promoteur Oligl
induit des défauts de myélination bien que les OPCs soient toujours présents, indiquant un role

H7U18 Enfin, le facteur de

du complexe BAF dans la maturation des oligodendrocytes
transcription Olig2 interagit avec Smarca4 pour recruter le complexe BAF au niveau des geénes
responsables de la maturation oligodendrocytaire!!’. Pourtant, Smarcad est positionné au

promoteur du géne Olig2 dans les progéniteurs neuraux, et induit sa répression'!'®

. Le complexe
BAF est donc nécessaire pour la maintenance de la pluripotence a travers I’inhibition de la
gliogenese, mais d’autres facteurs induisant la différenciation en oligodendrocytes entrainent un

changement d’environnement ou le complexe BAF serait nécessaire pour leur maturation.

De fagon intéressante, le complexe BAF interagit directement avec le complexe PRC1
(Polycomb Repressor Complex 1) et sa liaison entraine 1’éviction de PRC1 de la
chromatine!!™!?°, Ainsi, un équilibre entre la répression par la marque épigénétique PRC1-
dépendante H3K27Me3 et I’ouverture de la chromatine BAF-dépendante est indispensable pour
le développement neural, I’activation de I’expression génique nécessitant a la fois le remodelage

de la chromatine par le complexe BAF, et I’inhibition de la méthylation d’histone!%’.

1.3.3.b Le Complexe NuRD

Le complexe NuRD est composé d’une entité centrale a fonction hélicase ATP-
dépendante, traditionnellement CHD3 ou CHD4 (Mi-20/f) et dans certains cas CHDS, et d’une
multitude d’autres sous-unités'>! 124, CHD4 est spécifiquement exprimé dans les progéniteurs

neuraux précoces tandis que CHDS5 n’est seulement exprimé dans les précurseurs qui ont
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commencé leur différenciation et CHD3 dans les précurseurs terminaux dans les dernicres
étapes de la maturation neuronale'?*. Les trois hélicases sont toutes présentes dans le cadre du
complexe NuRD, mais elles sont mutuellement exclusives, et ont des fonctions singuli¢res. En
effet, I’ablation de CHD4 sous 1’action du promoteur Nestin induit une sortie prématurée du
cycle cellulaire des SCNs et une réduction de la quantité de progéniteurs neuraux, et sa perte
dans des cellules ES empéche la différenciation neuronale'#!?#!2> En interagissant avec le
facteur de transcription ZFHX4, le complexe CHD4-NuRD peut réprimer I’expression de génes
neurogéniques'?®. Au contraire, la fonction de CHD3 se trouve dans la différenciation neuronale
et la migration radiale initiale car sa perte entraine un défaut de polarité dans les neurones sortant
du cycle cellulaire!?*12":128 Enfin, CHD3 est nécessaire pour la migration radiale plus tardive

des neurones et n’est seulement exprimé dans les neurones post-mitotiques'>.

D’autres composantes du complexe NuRD sont des histones déacétylases: HDACI et
HDAC?2. Bien qu’elles possédent 86% d’homologie au niveau de leur séquence protéique, leur
expression est différente dans le développement neural. Hdacl est préférentiellement exprimé
dans les progéniteurs neuraux, tandis que Hdac? est restreint aux neurones post-
mitotiques'?®13°, Pourtant, la perte de 1’une des deux protéines ne cause pas de phénotype sévére,
mais leur double inactivation empéche le développement cortical et est létal au stade

embryonnaire'*’

. Notamment, la présence d’un seul alléle de Hdac2 est nécessaire pour le
développement neural normal, tandis qu’un allele de Hdacl ne le permet pas, suggérant une
redondance des fonctions de Hdacl par Hdac2 avec une spécificité fonctionnelle additionnelle
de Hdac2"!. Cette singularité opére a travers la répression du géne codant pour la Protéine
Kinase Delta Pkc(d) par la liaison directe de Hdac2 au locus de Prkcd, sa perte induisant une
augmentation locale activatrice de la marque H3K29Ac"!. L expression ectopique de Pkcd

entraine une polarité aberrante et la déplétion de la population progénitrice neurale.

Les dernieres sous-unités du complexe NuRD sont des protéines qui n’ont pas de
fonction enzymatique. Au contraire, elles ont pour fonction de cibler le complexe a certaines
régions du génome par leur capacité de se lier a ’ADN (MTA1/2/3), ’ADN méthylé sur la
cytosine (MBD2 ou MBD3, MBD2 ayant une plus forte affinité pour I’ADN méthyl¢), ou
I’histone H4 (Rbbp7/4)!21122 La présence de ces sous-unités est nécessaire a la fois pour le

fonctionnement du complexe, et pour son assemblage par leur fonction d’échafaud protéique
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indispensable pour la formation du complexe'?!. Par exemple, 1’invalidation génétique de Mbd3
entraine la dissociation du complexe NuRD et la perte de la répression des genes Nanog et Oct4,
laissant les cellules dans un état pluripotent perpétuel'*2. Contrairement 8 MBD2, MBD3 n’est
pas enrichi au niveau des régions méthylées de I’ADN, mais est au contraire présent dans des
régions portant des marques traditionnellement actives de la chromatine comme H3K27Ac!*3.
De plus, dans des cellules Mbd3 déficientes, les régions normalement dites « bivalentes », sont
déplétées de marques de répression H3K27me3 et enrichies a la place pour la marque H3K27Ac,
démontrant un réle pour le complexe de maintenance de 1’état de préparation a la
transcription'**. Dans les iPSCs (Cellules Souches Pluripotentes induites), la formation du
complexe NuRD est dépendante de I’interaction avec le facteur de transcription Gatad2a, ou
p660a, un facteur dont la déplétion dans des cellules différenciées n’a pas d’impact, mais qui est

indispensable pour la répression de la pluripotence NuRD-dépendante!*.

1.3.3.c TRRAP et le complexe TIP60

Le géne TRRAP encode une protéine de 437kDa qui appartient a la famille des kinases
PIKK (phosphoinositide 3-kinase-related kinase) qui n’a pas d’activité enzymatique, mais qui
est extrémement bien conservée jusqu’a la levure'*®. Cependant, elle est présente en complexe
avec une multitude de facteurs épigénétiques et de facteurs de transcription, et sa présence est
indispensable pour le développement!*®!137. En tant que protéine échafaud dans les complexes
HAT, I’homologue de TRRAP chez la levure Tral est nécessaire pour la formation des
complexes NuA4 et SAGA et leur stabilité, leur recrutement aux promoteurs, et leur activité
acétyl-transférase!*®. Le complexe NuA4/TIP60 est responsable de 1’acétylation des histones
H4 (K5, 8, 12) et H2A (K5) ainsi que ses variantes H2AZ et H2AX, mais aussi de plus d’une
centaine de protéines grace a sa sous-unit¢ TIP60 (KAT5) qui posseéde 1’activité
acétyltransférase!>. En général, il est impliqué dans la régulation du cycle cellulaire par
I’acétylation de protéines comme AuroraB, mais aussi a travers son interaction avec les facteurs
Myec, E2F, et Rb!'*142, Sa présence est nécessaire pour la sortie du cycle cellulaire grace a la

répression de génes de la mitose!'*

. Il joue aussi un rdle important dans la réparation des bris
double-brins de I’ADN. En effet, le complexe reconnait les marques H3K9me3 et H4K20mel/2
déposées aux foci de dommages a I’ADN et y recrute des facteurs de réparation des bris double

brins!4*»144 TIP60 est donc responsable de I’activation directe d’ATM (Ataxia Telangiectasa
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Mutant) par son acétylation, et I’acétylation de p53 lors de 1’arrét du cycle cellulaire est aussi
dépendante de TIP60'*+!43. En plus de son role d’acétyltransférase, TIP60 est en complexe avec
I’hélicase ATP-dépendante p400 et la chaperonne de I’histone H2A.Z et est essentiel au

fonctionnement de ce complexe en tant qu’échangeur de variantes d’histones!46-14%,

Dans les ESCs, le complexe Tip60 agit de fagon indépendante de son activité
acétyltransférase pour activer leur auto-renouvellement. Effectivement, son interaction ESC-
spécifique avec Hdac6 semble lui donner un réle répresseur ou son recrutement au niveau des
promoteurs de genes de différenciation comme Nodal, Dkk4, ou Gata6 induit la déacétylation
de leurs loci'™°. Ensuite, 1’exclusion nucléaire de Hdac6 pourrait étre le signal d’activation des
genes de différenciation, pour lesquels la transcription nécessite 1’activité acétyltransférase de
Tip60'*®. De plus, la déposition de ’histone H2A.Z aux loci des génes cibles de la voie NOTCH
est TIP60-p400 dépendante, et celle-ci diminue leur expression'#”"!>!. 1 ’association de TIP60
avec p400 inhibe son activité HAT, tandis que sa dissociation lui permet d’acétyler les variantes
H2A.Z et d’activer la voie moléculaire NOTCH!¥"!48 Chez la drosophile, I’ablation du
complexe Tip60 dans les SNCs entraine une perte de la polarité de fagon aPKC dépendante et
des anomalies du fuseau mitotique, et par conséquent la déplétion des progéniteurs neuraux due
a une réduction des divisions asymétriques'*?. Additionnellement, Pax6 interagit directement
avec Tip60 dans les progéniteurs neuraux de la rétine, et cette liaison est essentielle pour son

activité transcriptionnelle'™?

. De plus, I’homologue chez la drosophile de BAF53a, Bap55, est
retrouvé a la fois dans le complexe BRM et le complexe Tip60, ou il est nécessaire pour la
dendrogenése des neurones olfactifs'>*. Enfin, la fonction HAT de Tip60 est indispensable pour

la neuroplasticité et la mémoire chez la drosophile'>>17.

La protéine TRRAP fait aussi partie des complexes STAGA contenant les HATs GCN5
ou PCAF, et importants pour le développement neural. En effet, I’invalidation génétique de
GcenS induit I’exencéphalie dans un modéle murin et empéche la fermeture du tube neural, par
I’inhibition de la prolifération des progéniteurs neuraux!>*'®, Plus précisément, STAGA
interagit avec N-Myc a travers des sites de liaison de TRRAP et GNCS, lui permettant d’étre
localisé aux cibles de Myc dans les CSNs et d’induire leur acétylation et leur expression!6%-162,

Les geénes affectés par la perte de N-Myc ou GCNS5 sont impliqués dans la prolifération des

CSNs, la gliogenése, et la guidance axonale!>. Dans la rétine, le complexe STAGA interagit
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directement avec CRX (Cone Rod Homeobox) pour acétyler les loci de ses cibles et maintenir
leur expression, mécanisme essentiel pour la survie de ces cellules'®. La perte de Pcafn’est pas
délétere, mais 1’ablation de GenS en conjonction de celle de Pcaf donne lieu a un phénotype
plus sévere que celle de Gen5 seul, suggérant un role redondant pour Pcaf'®*. En revanche, Pcaf
est nécessaire pour la régénération axonale dans le SNC, grace a son activité acétyltransférase
déposant la marque H3K9Ac dépendante de I’activation de la voie ERK!®®. Gen5 et Trrap sont
notamment indispensables pour la transcription des genes cibles de la famille de facteurs de

transcription E2F!66,

TRRAP est une protéine échafaud dont la présence est essentielle pour la formation
d’une multitude de complexes a activité acétyltransférase. Particuliecrement, TRRAP est recruté
a la chromatine en premier, puis les complexes sont formés dessus, démontrant un recrutement
TRRAP-dépendant aux loci ciblés afin de les acétyler'®’. Le géne Trrap a été impliqué dans la
régulation de multiples voies moléculaires, et est particuliérement essentiel a 1’activation de la
voie Notch dans le développement de Iaile de la Drosophile!®. De plus, TRRAP fait partie d’un
complexe capable de diméthyler et triméthyler H3K79 en conjonction avec 3-Caténine de fagon
a réguler négativement les cibles en aval de la voie WNT!®. La régulation de la p-Caténine se
fait aussi directement par TRRAP qui induit son délogement de la chromatine ainsi que son
ubiquitination et sa dégradation subséquente!”. Enfin, TRRAP est impliqué dans la régulation
de la voie Ras chez le ver C. Elegans'’'. La délétion du géne Trrap est létal au stade
embryonnaire, et son ablation sous le promoteur Nestin cause des défauts du cycle cellulaire,
une perte de la polarité¢ cellulaire, et une différenciation prématurée des progéniteurs
neuraux 3172173 TRRAP et GCNS5 sont aussi nécessaires pour I’activation de la transcription
par le complexe TFTC (TBP Free TAF Complex) qui recrute POLRII pour initier la

transcription! 7,

D’autres histone acétyltransférases sont aussi impliquées dans le développement neural.
Notamment, les HATs P300 et CBP sont importantes pour 1’acétylation de 1’histone H3.
Particulierement, des études dans le modeéle Xenopus laevis ont démontré que 1’ablation de
p300/CBP entraine la neuralisation de I’embryon en entier; toutes les cellules souches
embryonnaires ont une propension intrinséque a la neurogenese, et I’inhibition de ce mécanisme

175

est acétylation-dépendante’ . Des mutations hétérozygotes de Chp ne sont pas suffisantes pour
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affecter le développement morphologique murin, mais entrainent des défauts dans le
comportement, et les embryons hétérozygotes pour p300 ne présentent un phénotype
exencéphalique restreint et avec une moindre pénétrance en comparaison avec les invalidations
homozygotes de chacun des génes'’®!”’. Cependant, la double perte hétérozygote des deux
genes est 1étale au stade embryonnaire, suggérant une redondance fonctionnelle des deux HATs,
et un effet dose-dépendant de 1’acétylation sur le développement. L’ablation hétérozygote de
Cbp dans des progéniteurs neuraux induit la perte de leur capacité a se différencier en neurones,

177 Notamment, Cbp permet 1’acétylation H3K9/14 au niveau

astrocytes, et oligodendrocytes
des promoteurs de a/-tubulin, Gfap, et MBP (Myelin Binding Protein), des marqueurs neuronal,
astrocytaire, et oligodendrocytaire respectivement. Cbp interagit avec Stat3 au niveau du
promoteur de Gfap pour induire I’astrogenése!’®. Ensuite, 1’expression de Hdac3 est suffisante
pour déplacer Stat3 et le nouveau complexe Hdac3/Cbp est nécessaire pour I’inhibition de
I’expression de genes astrogéniques (Gfap, NFIA, Agp9) et la nouvelle localisation de Cbp au
locus de geénes de I’oligodendrogenése comme Olig?2 et Smarca2'”. Le facteur de transcription
Ngnl (homologue murin de NEUROG!) active la neurogenése notamment en séquestrant le
complexe Cbp/Smadl hors des promoteurs de génes astrocytaires et en inhibant les facteurs de

transcription Stat'®0,

1.4. Retard du développement, déficit intellectuel, et autisme

1.4.1 Définitions et informations générales

Les maladies neurodéveloppementales (Neurodevelopmental Disabilities — NDDs) sont
relativement prévalentes dans la population; on estime qu’entre 3 et 5% de la population est
affectée d’une forme de NDD'#1-183 Elles peuvent étre séparées en trois diagnostics: Retard du
Développement Global (RDG ou DD, délai du développement), Déficit Intellectuel (DI), et
Trouble du Spectre de I’ Autisme (TSA). Le RDG est défini par un déficit dans au moins deux
domaines du développement, soit la motricité globale ou fine, le langage, les capacités
cognitives ou sociales, ou les tiches de quotidien'®. Il se présente généralement avant I’age de
5 ans et est le présage d’un DI. Le DI ne peut, par définition, étre diagnostiqué qu’a partir de 5
ans et est traditionnellement caractérisé grace a un test de QI afin d’analyser les capacités de

I’enfant dans I’intelligence et le comportement adaptatif, dans un contexte social déterminé au
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préalable. On diagnostique un DI quand le score QI de I’individu est en dessous de 70'8!. Le
TSA est plus compliqué a diagnostiquer et a distinguer des autres NDDs, du fait de ses
symptomes parfois plus légers ou confondus avec des domaines impliqués dans le RGD ou le
DI. Un enfant présentant avec un TSA a des défauts dans les relations interpersonnelles, la
communication sociale, et parfois des comportements répétitifs ou des intéréts restreints. De
plus, 70% des individus ayant un TSA ont une forme de DI, et 10% des cas de DI sont associés

aun TSA!32,

En général, la génétique des NDDs est mal comprise, bien qu’un lien causal entre
anomalies chromosomiques, variabilité du nombre de copies, ou mutations ponctuelles ont été
¢tablis pour une multitude de phénotypes. Les males ont une prévalence de TSA au moins trois
fois plus haute que les femelles, potentiellement expliqué par un mod¢le d’effet protecteur
féminin ou des variants ayant une charge pathogénique plus forte sont nécessaires pour un
diagnostic, dii a des causes a la fois sociales et génétiques du fait de la présence d’un nombre de
génes associés au TSA sur le chromosome X!'*+!% Aujourd’hui, un diagnostic ne se fait plus
simplement par le phénotype, mais aussi par le génotype, ou les individus sont aussi caractérisés
par leur géne affecté grace au séquencage de I’exome ou du génome!'%3. Il y a un enrichissement
significatif de variants tronquant la protéine (VTPs) dans les cohortes de TSA/DI, et ce
seulement dans les génes qui ont une probabilité d’intolérance a la perte de fonction (pLI —
probability of loss-of-function intolerance) qui est haute (pLI > 0.995), c’est-a-dire les genes
sensibles a ’haploinsuffisance!®. Elle peut avoir lieu par la perte de fonction d’un domaine
protéique, ou par la perte de I’expression du gene par la dégradation des ARNm non-sens
(DMN). Pourtant, la majorité des variants identifiés (~65 % dans les trios de novo, les trios avec
héritage, et les cas-controles de novo) sont des mutations faux-sens ponctuelles, laissant penser
que ceux-ci fonctionnent par un mécanisme autre que I’haploinsuffisance ou des domaines
particuliers de la protéine sont affectés'®>!86, Malheureusement, des mutations faux-sens
peuvent étre localisées dans des régions du gene n’ayant pas d’impact, rajoutant du bruit dans
les controles auxquels les individus affectés, et des mutations rares peuvent étre détectées chez
I’individu sans qu’elles ne soient causatives du phénotyps. Aussi, des mutations dans différentes
régions du gene peuvent causer des phénotypes a pénétrance variable a cause de leur impact

unique sur la fonction de la protéine. Ainsi, les méthodes utilisées aujourd’hui ne permettent
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qu’a la caractérisation de mutations causant des phénotypes trés séveres, et des cas peuvent étre
ajoutés a une cohorte quand un phénotype plus léger est diagnostiqué avec une mutation dans

le méme géne.

Les geénes dont I’association avec un NDD est significative peuvent étre regroupés dans
des groupes fonctionnels distincts, soit la fonction neuronale/synaptique, le cytosquelette et les
molécules d’adhésion, la régulation de 1’expression génique, et la régulation de la traduction ou
dégradation protéique'®>1*°. Dans une étude de 35,584 individus diagnostiqué avec un TSA avec
ou sans co-mobidités (DI/DD), 99 geénes ont été identifiés comme étant statistiquement sur-
représentés dans les variants identifiés chez les individus affectés. Sur les 99, 98 sont enrichis
dans le cortex et ils sont tous exprimés en plus grande quantité dans le cortex prénatal par rapport

au cortex postnatal'®’

. De plus, les types cellulaires associés a ces genes sont les neurones en
maturation et matures, les astrocytes, et les POCs. En séparant les génes impliqués dans la
fonction neuronale et ceux impliqués dans la régulation de 1’expression génique, cette étude
démontre que les genes de régulation de I’expression génique sont plus exprimés dans les stades
primaires du développement, et sont enrichis dans le TSA associ¢ au DI/DD; les genes de la

fonction neuronale sont au contraire enrichis plus tard dans le développement et impliqués dans

le TSA seul.
1.4.2 Caractérisation des phénotypes étudiés

1.4.2.a Les BAFopathies et SMARCC2

Les syndromes causés par des mutations dans les génes codant pour des sous-unités du
complexe BAF, et plus récemment aussi dans le gene codant pour le facteur de transcription
SOX11, ont été englobés dans un spectre de pathogénies nommé Troubles de Déficience
Intellectuelle liés au SWI/SNF (TDISS)!®”. Les TDISS représentent un spectre continu de
phénotypes d’abord appelés Syndrome de Coffin-Siris (CSS, [OMIM: PS135900]) et Syndrome
de Nicolaides-Baraitser (NBS, [OMIM: 601358]), mais dont la pénétrance extrémement
variable associée a un méme gene a permis un regroupement sous une méme identité plutot que
des syndromes singuliers. Les caractéristiques principales du SCS sont le DI, I’hypotonie, des
problémes d’alimentation, I’hypertrichose, et la malformation d’au moins un ongle et/ou un

doigt de la main'®®. Le SNB comprend le DI, une petite taille, la brachydactylie, des problémes
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%9 Nous avons énuméré les caractéristiques des

du comportement, et des crises épileptiques
phénotypes associés a chaque gene, et montré qu’il existe une grande variabilité dans les
présentations cliniques des individus affectés!'*!.
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Figure 6: Répartition des mutations associées a un syndrome
neurodéveloppemental dans les genes du complexe BAF (Adapté de
Mashtalir, et al. 2018). Des mutations tronquantes (mutations non-sens ou dans
un site d’épissage) ou non-tronquantes (mutations ponctuelles faux sens ou
additions/délétions ne changeant pas le cadre de lecture) ont été associées aux
TDISS et d’autres maladies). Les barres représentent le nombre d’individus
rapportés dans la litérature pour chacun des syndromes.

Dans tous les cas reportés de TDISS, deux tiers des mutations sont retrouvés dans les
génes ARIDIB (BAF250b) et SMARCA2 (BRM, BAF190B) (Figure 6)'*”. En revanche, 97% des
mutations probablement pathogéniques dans le géne ARIDIB (n=119) fonctionnent par une
perte de fonction (changement du cadre de lecture, troncation, site d’épissage). Au contraire, les
mutations de SMARCA?2 sont presque toutes faux-sens ou ne changent pas le cadre de lecture,
avec une accumulation significative au niveau du domaine SNF2 ATPase, pointant vers un
mécanisme pathogénique différent. Cependant, il est impossible de savoir si la cause de la
prévalence des mutations de ARIDIB est une mutagénicité particuliere a son locus, ou une
pathogénicité mutationnelle moins restrictive. La famille des génes SMARC semble étre plus

affectée par des mutations ponctuelles agissant par un mécanisme de gain de fonction ou ces
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mutations sont localisées dans des domaines fonctionnels de la protéine. Les genes de la famille
ARID sont plutdt porteurs de mutations qui ne sont pas regroupées et qui fonctionneraient par

perte de fonction ou haploinsuffisance.

Nous avons présenté 15 individus portant des mutations de novo dans le géne SMARCC?2
et présentant des caractéristiques du TDISS!®. Les individus ont tous une forme de DI allant de
léger (5/15) a modéré/profond (10/15), avec 13 des individus ayant un défaut du langage. Huit
des individus sont porteurs d’une mutation faux-sens et un individu porte une délétion d’un
codon, deux individus sont porteurs de mutations tronquantes dans le N-terminus de la protéine,
et quatre individus sont porteurs de mutations dans des sites d’épissage. Toutes les mutations
sont localisées au niveau de nucléotides extrémement conservés dans les vertébrés, et semblent
indiquer un réle important des domaines protéiques SWIRM et SANT de SMARCC?2 dans la
pathologie.

1.4.2.b Syndrome Neurodéveloppemental associé a CHD3

Plusieurs des hélicases de la famille des CHD ont été associées a des syndromes
neurodéveloppementaux. Ces syndromes impliquent tous une forme de DI ou de TSA, et la
majorité¢ implique des anomalies du SNC (macro/microcéphalie, anomalies du prosencéphale).
Les phénotypes variables peuvent étre expliqués par les roles a la fois redondants et singuliers

des hélicases dans le développement'®!.
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Tableau I - Syndromes associés aux hélicases de la famille CHD

Geéne  Phénotype Références
CHD1 Syndrome de Pilarowski-Bjornsson [OMIM:617682] 192

CHD2 Epilepsie myoclono-astatique du jeune enfant [OMIM:615369] 19319
CHD3 Syndrome de Snijders Blok — Campeau [OMIM:618205] 197,198
CHD4 Syndrome de Sifrim-Hitz-Weiss [OMIM:617159] 199,200
CHD5 -

CHD6 -

CHD7 Syndrome CHARGE [OMIM:214800] 201-203
CHD8 Autisme [OMIM: 615032] 204,205
CHD9 -

Nous avons rapporté 35 individus avec des mutations de novo dans le géne CHD3'’.

Tous les individus ont un DI avec un QI allant de 70-85 a en dessous de 35, avec des défauts
dans I’apprentissage du langage. La majorité des individus affectés présentent une
macrocéphalie, tandis qu’un présente une microcéphalie; 75% ont aussi de I’hypotonie. Sur les
35 individus, 31 sont porteurs de mutations faux-sens, deux sont porteurs d’une délétion d’un
codon et un porteur d’une mutation d’épissage ne changeant pas le cadre de lecture. Le dernier
individu est porteur d’une mutation a I’extrémité C-terminale changeant le cadre de lecture et
rajoutant 108 acide-aminés. Ce transcrit est correctement exprimé et n’est pas dégradé par

DMN.

1.4.2.c Syndrome Neurodéveloppemental associé a TRRAP

Les KAT/KDACs sont impliqués dans une multitude de syndromes
neurodéveloppementaux et neurodégénératifs. Les phénotypes associés sont multiples et a

sévérité variable.
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Tableau II - Syndromes Associés aux KATs/KDACs

Geéne Phénotype Références

HDAC4 Délétion Chromosome 2q37 [OMIM:600430] 206

HDAC6 Chondrodysplasie avec Platyspondylie, Brachydactylie, 207,208
Hydrocéphalie, et Microphtalie [OMIM:300863]

HDACS8 Syndrome Cornelia De Lange [OMIM:300882] 209,210

HDAC9 Autisme, Schizophrénie 21213

KAT6A Retard du Développement global et microcéphalie 214,215
[OMIM:616268]

KAT6B Syndrome Génitopatellaire [OMIM:606170] 216-219

Syndrome de Say-Barber-Biesecker-Young-Simpson

[OMIM:603736]

CREBBP Syndrome de Rubinstein-Taybi 1 [OMIM:180849] 220-222
(CBP) Duplication Chromosome 16p.13.3 [OMIM:613458]

EP300 (p300) Syndrome de Rubinstein-Taybi 2 [OMIM:613684] 223,224
BRPF1 DI avec Facies Dysmorphique et Ptosis [OMIM:617333] 225

Nous avons caractérisé¢ 24 individus portant des mutations faux-sens de novo dans le
géne TRRAP**®. Les individus présentent tous un DI ou une forme de TSA, mais il semblerait y
avoir une corrélation entre la localisation de la mutation et la sévérité du phénotype, avec une
accumulation significative de mutations autour de la mutation récurrente NM_001244580.1
c.3127G>A,p.A1043T, donnant lieu a un phénotype syndromique associ¢ a des malformations
du cerveau, du coeur, des reins, ou du systeme génito-urinaire. Le second phénotype est

caractérisé par un DI ou TSA avec ou sans épilepsie.

1.5. Génes a I’étude

1.5.1 SMARCC2: SWI/SNF Related, Matrix Associated, Actin Dependent
Regulator of Chromatin Subfamily C Member 2

Le gene SMARCC?2 encode la protéine BAF170, une protéine faisant partie du cceur du

complexe BAF. Récemment, une étude de la composition structurale du complexe BAF a permis
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la caractérisation systématique des interactions entre ses sous-unités®?’. Par la fixation et la
caractérisation des différents complexes BAF, Mashtalir et al. ont pu démontrer que le cceur
initial est form¢ d’un dimére SMARCC (homo/hétérodimeére avec SMARCCI et/ou
SMARCC2) et d’une sous-unit¢ SMARCD.

L’intégration d’autres sous-unités structurales se fait de fagon subséquente, tandis que
le module ATPase formé au minimum de I’hélicase SMARCA2/4, d’une sous-unité ACTL6,

d’actine, et de BRD7 ne se fait qu’en dernier.

Les mutations que nous avons identifiées dans le gene SMARCC?2 sont localisées
majoritairement dans des domaines connus, soit les domaines SMARCC et le domaine SANT.
Les mutations sont visualisables dans la section résultats 3.2.2 (Figure 13). Les premiers,
SMARCC_N localisé en N-terminal, et SMARCC_C, en C-terminal, sont des domaines
présents dans BAF155/170 et qui sont extrémement conservés jusqu’a leurs orthologues chez S.
Pombe Ssrl/2 et chez S. Cerevisiae Swi3, mais dont la fonction n’est pas connue®?*2%°, Le
second domaine touché est le domaine SANT (Swi3, Ada2, N-CoR, TFIIB), qui est un court
domaine retrouvé chez plusieurs protéines impliquées dans le remodelage de la chromatine ou
la régulation de 1’expression génique. Il a une homologie structurale avec les domaines HTH
(helix turn helix) qui se lie a I’ADN, mais a au contraire une fonction de liaison aux proté€ines,
notamment aux histones®**>!. Un dernier domaine est présent dans la protéine SMARCC2: le
domaine SWIRM. Celui-ci est un domaine associé a la liaison a I’ADN et aux nucléosomes, et
est indispensable pour la formation des complexes associ€és aux protéines ayant ce

domaine?*>%33,

SMARCCI et SMARCC?2 sont interchangeables dans le complexe BAF, étant capables
de former des homo/hétéro-dimeres, mais leur steechiométrie change au cours du
développement, suggérant a la fois une redondance et un role unique pour chacune des protéines.
Par exemple, le complexe esBAF présent dans les cellules souches embryonnaires ne contient
que I’homodimére SMARCC1%* La double délétion de SMARCCI1/SMARCC?2 induit la
dégradation quasi-totale des autres sous-unités du complexe BAF, ce qui signifierait que la
formation du complexe est dépendante du dimere SMARCC et que les autres sous-unités sont

dégradées de fagon ubiquitaire si elles ne sont pas incorporées dans un complexe??’.
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1.5.2 CHD3: Chromodomain Helicase DNA binding protein 3

Le géne CHD3 encode une hélicase ATP-dépendante, qui avec CHD4 et CHDS, peut

s’insérer dans le complexe NuRD et agir en tant que remodeleur de la chromatine. Nous avons
a €.4073-2A>G
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Figure 7: Localisation des mutations dans CHD3 associées au syndrome Snijders-Blok-
Campeau. Chaque individu est représenté par un point, et chaque mutation est classifiée selon
sa fonction : le rouge représente une mutation faux-sens, le vert une mutation d’un site
d’épissage, le jaune une délétion n’affectant pas le cadre de lecture, et le bleu une mutation

tronquante.
caractérisé 35 individus avec 23 mutations de novo différentes; toutes les mutations sauf quatre
étant des mutations faux-sens'”’. La localisation des mutations présente un regroupement
frappant, avec la quasi-totalité des mutations retrouves dans les domaines de 1’hélicase de liaison
a I’ ATP ou C-terminal, ou entre les deux (Figure 7). Ce phénomene suggere que la pathogénicité
des mutations est due a une perte de la capacité de remodelage de la chromatine, soit par sa

capacité de lier et d’hydrolyser I’ATP, soit par sa capacité de remodelage des nucléosomes.

La protéine CHD3 possede plusieurs domaines connus, dont deux domaines PHD (Plant
HomeoDomain) qui sont impliqués dans 1’épigénétique et la régulation de la transcription. Dans

la HAT p300, le domaine PHD est responsable de sa liaison aux nucléosomes hautement
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acétylés en conjonction avec son domaine Bromo?°. Le domaine Chromo (Chromatin
Organization Modifier) participe a la formation de 1’hétérochromatine et pourrait prendre part
dans la reconnaissance de nucléosomes méthylés?®. Il est intéressant de noter que CHD?3 et
CHD4 sont particuliérement présents au niveau de I’hétérochromatine, et CHD3 est
significativement enrichi dans 1’hétérochromatine périnucléolaire'*®. Tous ces domaines sont
aussi présents dans son homologue CHD4, ou les domaines PHD, Chromodomain, DUF
(Domain of Unknown Function), et domaine C-terminal sont nécessaires pour réguler leur

activité ATPase!3%2%7,

1.5.3 TRRAP: Transformation/Transcription domain Associated Protein

Le géne TRRAP encode une protéine de 3859 acides aminés de la famille des PIKKs qui
n’a pas de fonction enzymatique a cause de la perte d’un acide aminé critique dans son site
catalytique®*®. Toutes les PIKKs ont un domaine kinase, flanqué de domaines FAT et FATC, de
sorte & former un motif FAT/PIKK/FATC. Les domaines FATC des PIKKs sont nécessaires
pour Iinteraction avec TIP60 et sont fonctionnellement interchangeables®*®. Le domaine FAT,

quant a lui, est relativement conservé mais sa fonction n’est pas connue>*.

Nous avons caractérisé 24 individus portant 17 mutations de novo différentes dans le
géne TRRAP?*S. Pourtant, toutes sauf une mutation sont localisées en dehors des domaines
connus, et sont restreints de facon significative dans des régions spécifiques, suggérant la
présence de domaines fonctionnels non-identifiés (Section résultats 3.1.2, Figure 8).
Effectivement, dans son homologue chez la levure Tral, la délétion systématique des séquences
répétées de type HEAT (Huntingtin, EF3, PP2A, TOR1 — structure secondaire formée de deux
hélices alpha reliées par une liaison courte) a démontré que les régions mutées chez les individus
les plus affectés sont indispensables pour la survie cellulaire et la liaison avec les complexes
SAGA et/ou NuA4'3®. En revanche, les délétions comprenant les mutations associées avec un
phénotype moins sévere (acides aminés 1859-1932) sont viables et permettent quand méme
I’association avec les complexes SAGA et NuA4, suggérant un mécanisme pathogénique

différent.
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1.6 Problématique et Hypotheses

Problématique : Les régulateurs de la chromatine sont importants pour le développement
neural par leur coordination des changements de profils d’expression génique au cours du temps
a travers des modifications directes de la chromatine qui lui donnent une structure plus ou moins
ouverte et prédisposée a la transcription génique. Nous avons caractérisé des individus
présentant des symptomes de syndromes neurodéveloppementaux caractérisés principalement
par un DI, DD, et/ou TSA. Ceux-ci sont porteurs de variants dans des genes codant pour des

régulateurs de la chromatine (TRRAP, SMARCC?2, et CHD?3).

Hypothese : Nous émettons 1’hypothése que les mutations ont un impact sur la fonction
de ces sous-unités de complexes épigénétiques, qui se reflete par des changements de
I’expression de génes normalement régulée par ces complexes, et que c’est ce déreglement qui

donne lieu aux syndromes observés.

Objectifs : Afin de tester I'impact des variants potentiellement pathogéniques sur le
fonctionnement des complexes associés & TRRAP, SMARCC?2, et CHD3, on cherche a évaluer
si I’expression génique gloable de cellules provenant d’individus porteurs de ces variants est
significativement différente de celles provenant d’individus sains. Pour tester cette hypothese,
nous avons utilisé des cellules provenant de certains des individus affectés, soit des lignées
primaires fibroblastiques et des lignées transformées lymphoblastoiques afin d’étudier I’impact
des mutations sur I’expression génique par séquengage a haut débit de ’ARNm. Ensuite, sachant
que la régulation de ’expression génique se fait par des modifications de la chromatine
orchestrées par les complexes de remodelage de la chromatine que 1’on étudie, et que celles-ci
ont un impact sur I’ouvertue de la chromatine, nous cherchons a évaluer cet état par ATACseq

(Assay of Transposase Accessible Chromatin).

Résultats attendus : Nous nous attendons a trouver des profils d’expression génique différents
dans les cellules provenant d’individus affectés par rapport aux cellules d’individus sains, et que
les geénes affectés par des variants dans un méme gene soient en majorité identiques car ce
seraient les génes cibles du complexe en temps normal. De plus, nous nous attendons a ce que
I’ouverture de la chromatine soit différente entre les individus affectés et sains dans les régions

proches des genes dérégulés.
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2. Matériel et Méthodes

2.1. Génération de lignées fibroblastiques et lymphoblastoiques et

extraction d’ARN

2.1.1 Génération de lignées et extraction d’ARN

Les lignées fibroblastes utilisées sont établies depuis une biopsie de peau des individus.
La biopsie est découpée et placée dans un pétri, peau vers le haut, dans un milieu DMEM
(Dulbecco’s Minimum Essential Medium) a haut glucose, 20% FBS (en anglais, Sérum Bovin
Fétal), 1% Pénicilline/Streptomycine, 1% Glutamax. Huit jours plus tard et quand la biopsie a
bien adhéré, les cellules sont trypsinisées puis du milieu frais est rajouté. Quand suffisamment
de fibroblastes sont visibles autour de la biopsie, les cellules sont trypsinisées et transférées dans
un nouveau contenant dans du DMEM a haut glucose, 10% FBS, 1% Pen/Strep, 1% Glutamax.
Les cellules sont cultivées jusqu’a 80-90% confluence, puis trypsinisées, lavées deux fois au
PBS 1X (en anglais, Saline Tamponnée au Phosphate), et lysées du Qiazol. L’ARN total est
ensuite extrait a 1’aide du kit Qiagen RNEasy mini, et traité a la DNAse avec le kit Turbo DNA

free.

Les lignées lymphoblastoiques utilisées sont établies a partir du sang des individus. Six
a huit mL sang sont déposés sur un volume 1:1 équivalent de Ficoll-Plaque dans un tube de
I5mL qui est centrifugé sans freinage a 2000rpm pendant 20 minutes. Les cellules mono-
nucléées sanguine périphériques (Peripheral Blood Mononucleated Cells, PBMCs) a I’interface
entre le plasma et les cellules erythroides sont transférées dans un nouveau tube et lavées
plusieurs fois avec du milieu RPMI (Roswell Park Memorial Institute) avec 1% FBS. Les
cellules sont ensuite resuspendues dans du RPMI contenant du virus Eppstein-Barr et incubées

a 37°C pendant une heure. Enfin, elles sont transférées dans un contenant T75 avec 7mL de

-1
RPMI 10% FBS, 1% Pen/Strep, 1% Glutamax, 0.5gml Cyclosporine A. Quand les cellules ont

atteint une confluence optimale (un million de cellules par mL de milieu), les cellules sont
centrifugées et lavées deux fois au PBS. L’ ARN total est isolé de la méme fagon que pour les

fibroblastes.
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Tableau III - Cellules utilisées dans les expériences.

Gene Affecté Variant Type Cellulaire Sexe|Age
CHD3 NM_001005273.2 : p.L915F Fibroblaste F |4ans
CHD3 NM_001005273.2 : p.N1159K  |Fibroblaste F |8ans
SMARCC2 NM_003075.3 : p.L610P Fibroblaste M |11 ans
SMARCC2 NM_003075.3 : p.N134D Fibroblaste M |5 ans
SMARCC2 NM_003075.3 : c.1833+1G>T LCL (pasde RNAseq)[M |11 ans
Fibroblaste (pas de
TRRAP NM_001244580.1 : p.A1043T F [2ans
RNAseq), LCL
TRRAP NM_001244580.1 : p.W1866C Fibroblaste F 10 ans
TRRAP NM_001244580.1 : p.L8OSF Fibroblaste, LCL F & ans
Fibroblaste (pas de
TRRAP NM_001244580.1 : p.G1883R M |16 ans
RNAseq)
TRRAP NM_001244580.1 : p.A1043T LCL F |7 ans
Controle Sain
NA Fibroblaste F |9ans
RNAseq et gPCR
Controle Sain
NA Fibroblaste M |9 ans
RNAseq et gPCR
Controle Sain
NA Fibroblaste F 39 ans
RNAseq
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Controle Sain

NA Fibroblaste F Inconnu
RNAseq
Controle Sain

NA Fibroblaste M |1 an
qPCR
Controle Sain

NA Fibroblaste F 3 mois
qPCR
Controle Sain

NA Fibroblaste M |7 ans
gPCR
Controle Sain

NA Fibroblaste F 16 ans
qPCR
Controle Sain

NA LCL F 46 ans
RNAseq
Controle Sain

NA LCL F 39 ans
RNAseq
Controle Sain

NA LCL F Inconnu
RNAseq

2.1.2 Séquencage d’ARN et qPCR

La qualité de I’ARN a ensuite été analysée par la plateforme de séquengage au Centre
Intégré de Génomique Clinique Pédiatrique CHU Sainte-Justine et Génome Québec (CIGCP)
avec le Bioanalyseur Agilent 2100. Les librairies ont ét¢ préparées avec des échantillons ayant
un RIN (RNA Integrity Number) de plus de 8. Les librairies ont été préparées avec le kit [llumina
TruSeq Stranded mRNA V2 (Illumina) ou le kit NEBNext Ultra Directional II (New England

Biosystems). Nous étions intéressés principalement par les ARNs codants car ceux-ci sont les
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mieux annotés et permettent une analyse fonctionnelle plus simple, et nous avons choisi ces
préparations des librairies sur les conseils de la plateforme de Génomique du CHU Sainte
Justine. Les librairies ont ensuite été séquencées sur [llumina HiSeq4000 ou NovaSeqS2 avec

au moins 25 millions de reads de 100pb par échantillon.

Pour la quantification d’ARNm par RT-qPCR, I’ARN est isol¢ de la méme fagon, traité
a la DNase, puis 3 pg d’ARN sont rétro-transcrits avec le kit qScript cDNA Supermix
(Quantabio). L’ADN complémentaire obtenu est ensuite utilisé a une dilution finale de 1/200 et

quantifié avec le kit de qPCR PowerUp SYBR Green Master Mix (Thermo).

2.1.3 ATACseq

2 millions de fibroblastes congelés dans du DMEM +10% FBS, 1% P/S, 1% Glutamax,
10% DMSO ont été envoyées a la compagnie Quick Biology (Pasadena, USA). Les cellules ont
¢été homogénéisées, les noyaux isolés, et les librairies préparées in-vitro selon le protocole de la
compagnie. Les librairies ont ensuite été¢ séquencées par [llumina HiSeq4000, avec 80 millions

de reads par échantillon en paired-end, soit 40 millions de fragments.
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Tableau I'V: Séquence des amorces utilisées pour la quantification par PCR en temps
réel. Les amorces ont été générées manuellement a partir des séquences de cDNA de
I’isoforme le plus long pour chaque géne, téléchargées depuis NCBI Refseq et visualisées
sur Geneious version 7.0. La spécificité et le potentiel de dimérisation a été vérifié sur
NCBI PrimerBlast.

Amorce Séquence
SE_hABCC9_qPCR_F TCGCTTCCTTTTGAGTCCTG
SE_hABCC9_gPCR_R ATGTCCTCTGTTTCTGCGG
SE_hKCNJ8_qPCR_F GCTCTTCGCTATCATGTGGT
SE_hKCNJ8_qPCR_R GAAGAGAAAAGCAGAAGTGAAAGAC
SE_hSLC12a8_qPCR_F TGTCTTTGGGGTTTTCTTCCC
SE_hSLC12a8 gPCR_R AACAGCTGCCAGGGAGCC
SE_hSLC12a7_qPCR_F TGCGTCGTGCTGTCCATCC
SE_hSLC12a7_qPCR_R TTGACGCAGGCATCGAAGC
SE_hADR2A_qPCR_F TCGTCATCATCGCCGTGTTC
SE_hADR2A_gPCR_R AAGCCTTGCCGAAGTACCAG
SE_hARRB1_qPCR_F AAGAAGGCCAGTCCAAATGG
SE_hARRB1_gPCR_R GTCCACGAGGTCGATGTGG
SE_hKCNS1_qPCR_F TTCCGCGTACTCAAGTTGG
SE_hKCNS1_gPCR_R AACACTGACACACCCACAGC
SE_hGRK3_qPCR_F TGCAGGAAAGCAGACACTGG
SE_hGRK3_qPCR_R TTAAGGCTAATGTTTCTCCTTG
SE_hSMARCC2_qPCR_F AGTATCTTACCTCTACCGCC
SE_hSMARCC2_qPCR_R TAAGACCCCACTGTTCTAGG

2.2. Analyse Bioinformatique

Tous les fichiers contenant le code informatique que j’ai écrit sont disponibles sur

github.com/CampeauPipelines.

2.2.1 Séquencage de ’ARN

Les librairies ont ét¢ analysées avec le pipeline bioinformatique Genpipes de MUGQIC
(McGill University Genome Quebec and Innovation Centre)**!. En résumé, les fichiers BAM
ont été retransformés en FASTQ avec le paquet Picard**?, les séquences ont été raccourcies avec

243

Trimmomatic?®, puis alignées sur le génome GRCh38 avec le paquet STAR**. Les séquences
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dupliquées et mal alignées ont été enlevées avec Picard, puis les comptes par gene ont été

245

déterminés avec le paquet Htseq“". Ensuite, I’analyse de I’expression différentielle a été réalisée

avec le paquet DESeq2 sur R?*. Les annotations GO (Gene Ontology) et leur enrichissement

247 248

sont analysés avec le logiciel web GOrilla®*’ ou Panther~*°.

2.2.2 ATACseq

Les fichiers FASTQs ont été raccourcis avec Trimmomatic®*?

, puis alignées avec
Bowtie2 avec les paramétres additionnels --local et —-mm?*. Les fichiers ont ensuite été
organisés et les duplicatas annotés et enlevés avec Samtools et Picard**>?*, Enfin, les pics ont
été détectés avec MACS2 avec les paramétres --broad, --nomodel, --extsize 200, --nolambda, et

I’analyse statistique réalisée avec Homer (findPeaks.pl et AnnotatePeaks.pl)?>!>>2,

2.2.3 Analyse du regroupement statistique des mutations

L’analyse a été effectuée sur le transcrit le plus long de chaque geéne selon la méthode
déja publiée!®®. Pour les mutations introniques dans les sites d’épissage, la mutation est annotée

selon le nucléotide codant le plus proche.
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3. Résultats

3.1 Des mutations dans le géne TRRAP sont associées a un
syndrome neurodéveloppemental et induisent des changements

d’expression génique

3.1.1 Mise en situation

Le géne TRRAP encode une protéine de pres de 4000 acides-aminés qui est présent dans
plusieurs complexes histone acétyl-transférase et interagit avec E2F et Myc pour activer leur
activité transcriptionnelle. Nous avons identifi¢ des mutations dans le géne TRRAP associées a
un syndrome neurodéveloppemental, et avons montré un impact de certaines de ces mutations

sur le profil d’expression de cellules provenant d’individus affectés.

Benjamin Cogné a organisé le recrutement des patients et leur regroupement et a, avec
Eliane Beauregard-Lacroix, étudié le phénotype des individus affectés. J’ai cultivé les cellules
des individus et extrait I’ARN, puis j’ai effectué¢ les analyses bio-informatiques. Thomas Garcia
a fait les RT-qPCR pour vérifier les genes ciblés. Slavé Petrovski a réalisé ’image composite
des photos d’individus affectés. Benjamin, Eliane, Justine et moi avons participé a la rédaction
de I’article. Les autres auteurs sont des cliniciens qui ont participé au recrutement de patients et

a la collecte des données. Le papier est publié : Cogné et al., Am J Hum Gen 2019?%,
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Abstract

Acetylation of the lysine residues in histones and other DNA-binding proteins play a major role
in regulation of eukaryotic gene expression. This process is controlled by histone
acetyltransferases (HATs/KATs) found in multiprotein complexes that are recruited to
chromatin by the scaffolding subunit TRansformation/tRanscription domain-Associated Protein
(TRRAP). TRRAP is evolutionarily conserved and is among the top five genes intolerant to
missense variation. Through an international collaboration, 17 distinct de novo or apparently de
novo variants were identified in TRRAP in 24 individuals. A strong genotype-phenotype
correlation was observed with two distinct clinical spectra. The first is a complex, multi-
systemic syndrome characterized by a wide range of intellectual functioning, including a
number of individuals with intellectual disability (ID) and markedly impaired basic life
functions and associated with various malformations of the brain (i.e. cerebellar vermis
hypoplasia and microcephaly), heart, kidneys, and genitourinary system. Individuals with this
phenotype had missense variants clustering around the ¢.3127G>A p.(Alal043Thr) variant
identified in five individuals. The second spectrum manifested with autism spectrum disorder
and/or ID and epilepsy. Facial dysmorphism was seen in both groups and included upslanted
palpebral fissures, epicanthus, telecanthus, a wide nasal bridge and ridge, a broad and smooth
philtrum and a thin upper lip. RNA sequencing analysis on affected individual-derived skin
fibroblasts showed significant changes in expression of several genes implicated in neuronal
function and ion transport. Thus, we describe here the clinical spectrum associated with TRRAP
pathogenic missense variants and suggest a genotype-phenotype correlation useful for clinical

evaluation of the pathogenicity of the variants.
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Introduction

Post-translational modifications of core histones including acetylation, methylation,
phosphorylation, and ubiquitination directly alter DN A-histone and histone-histone interactions,
thus influencing nucleosome dynamics!®. Tight regulation of these marks is required by cells
for proper gene transcription?, DNA repair’, and DNA replication. One major activator of
transcription is the acetylation of histone tails, which act by neutralizing the positive charges of
lysine residues or by recruiting chromatin remodelers and transcription factors*. This tightly
regulated process is performed by histone acetyltransferases (HAT) and reversed by histone
deacetylases (HDAC). There are three major families of HAT: Gen5-related N-acetyltransferase
(GNAT), MOZ, YBF2/SAS3, SAS2, TIP60 (MYST), and EP300-CREBBP°. The activity and
localization of most HATs like TIP60 or GCNLS5 depend on a multiprotein assembly that
contains the scaffolding protein TRansformation/tRanscription domain-Associated Protein
(TRRAP).

TRRAP is a large protein of 3859 amino acids that is conserved from yeast to humans.
It is an ataxia-telangiectasia mutated (ATM)-related member of the phosphatidylinositol (PI) 3-
kinase-related kinase (PIKK) family®. Like other ATM-related members, it contains FAT
(FRAP, ATM and TRRAP) and FATC (FRAP, ATM and TRRAP, C terminus) domains
flanking a PI3/PI4-kinase domain. The kinase domain of TRRAP does not possess catalytic
activity’, but is required for the proper recruitment of HAT complexes®. TRRAP has been shown
to be involved in P53-; E2F- and c-MYC-dependent gene transcription and oncogenic
transformation®®!°. As stressed in cancer studies, TRRAP plays an important role in cell cycle
regulation. A recurrent somatic TRRAP variant ¢.2165C>T p.(Ser722Phe)'! has been identified
in melanoma and the oncogenic potential of TRRAP has been identified in glioblastoma

multiforme'?, pancreatic adenocarcinoma'?, and lymphoma!®. Furthermore, Trrap knockout
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leads to early embryonic lethality in mice through errors in the cell-cycle and a failure to arrest
at the mitotic checkpoint!*. In mouse embryonic stem cells (ESCs), Trrap is indispensable for
self-renewal as well as correct differentiation'’, suggesting an essential role in embryonic
development and morphogenesis. Moreover, brain-specific 7rrap knockout in mice leads to
premature differentiation of neural progenitors and abnormal brain development through a
decrease in the expression of cell-cycle regulators resulting in brain atrophy and microcephaly'®.
TRRAP has previously been associated with neuropsychiatric disorders such as schizophrenia
in few patients!”2°, We herein provide data showing that TRRAP pathogenic variants are

associated with a variable neurodevelopmental disorder.
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Figure 8: Genotype-phenotype correlation associat; with TRRAP variants.
(A) Predicted de novo and apparently de novo variants in affected subjects
represented on the TRRAP protein. The variants in red represent individuals with
apparent intellectual disability (ID) and malformations, in purple individuals with
isolated ID with or without autism spectrum disorder (ASD), and in blue
individuals with only ASD and an IQ above 70. If more than one individual was
heterozygous for the variant, the number of affected individuals is indicated in the
circle. Adapted from ProteinPaint>. (B) Amino acid conservation of each mutated
residue. The overall amino acid similarity with the human sequence is shown on
the left. (C) Homology model of human TRRAP (NP_001231509.1) predicted by
PHYRE2 Protein Fold Recognition Server®® represented by UCSF Chimera®’.
Mutated residues in the cluster 1031-1159 cluster are shown. FAT: FRAP, ATM
and TRRAP; PIKK-like: phosphatidylinositol 3-kinase-related protein kinase-like;

FATC: FRAP, ATM, TRRAP C-terminal.
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Results:

Through an international collaboration and aided by the web-based tool GeneMatcher?!, we
identified 17 distinct missense variants in TRRAP with strong clinical and/or molecular evidence
for pathogenicity in 24 individuals with neurodevelopmental disorders (Table 1, Figure 8A).
These variants were identified either by trio or solo exome sequencing (ES) from research and
clinical cohorts. All affected individuals or their guardians gave appropriate consent for research
procedures. Methods are described in Table S1.

These 17 variants were absent from ExAC and gnomAD?, and were found de novo or
apparently de novo (maternity and paternity not checked) in all individuals, except for two
sisters with a variant inherited from a mother with low-level mosaicism (Figure S1) and an
individual whose father was unavailable but whose paternal grandparents did not carry the
variant. Three variants were recurrently observed: p.(Alal043Thr) identified in five individuals
and p.(Glul106Lys) and p.(Gly1883Arg) identified in two individuals each. All the variants
were predicted to be deleterious by CADD? (scaled C-scores over 20) and variously predicted
pathogenic by SIFT?* and PolyPhen-2 HVAR?®. As shown in figure 8A, the 17 variants seen in
our subjects had significantly increased CADD scores compared to singleton missense variants

reported in gnomAD.
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Figure 9: TRRAP sequence is intolerant to missense variants.

(A) CADD scores of the 17 variants identified in affected individuals compared
to gnomAD singleton missense variants. The individuals’ variants were compared to
variants seen once in gnomAD, in order to avoid CADD training circularity. (B) TRRAP
Missense Tolerance Ratio (MTR) plot. (C) Localization of the TRRAP residues affected
in the individuals in 3D protein models, including 14 out of 17 likely pathogenic variants
and 2 out of 6 additional variants of unknown significance. The representation of the
structure of human TRRAP (NP_001231509.1) was predicted by PHYRE2 Protein Fold
Recognition Server by comparison to its Saccharomyces cerevisiae ortholog, according
to the cryo-EM structure of the SAGA and NuA4 coactivator subunit Tral present in the
protein data bank (PDB ID: 50JS). Variants in regions non-homologous to Tral are not

represented. Structure representation was made with UCSF Chimera.
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The 17 variants all occurred at residues conserved among vertebrates (Figure 8B), and
in regions depleted in missense variants in gnomAD. Indeed, assessing Missense Tolerance
Ratios for TRRAP, we observed that most of the 17 variants were in regions intolerant to
missense variants (Figure 9B). Nine out of the 17 variants occurred at highly mutable CpG sites,
including one within the codon that leads to the recurrent p.(Alal043Thr) variant observed in
five individuals. Six missense variants with lesser evidence for pathogenicity were found in
another six unrelated individuals (Individuals 25 to 30 in Table S1). These variants may be
deleterious but were not clearly pathogenic, since either the inheritance pattern could not be
determined, the variant was present in gnomAD or lead to another missense change at the same
residue as a variant reported in gnomAD, or were located in a less conserved region of TRRAP
(Table S2).

Given the number of de novo variants identified, the enrichment for TRRAP de novo
variants in our study was calculated as (p=4.2x10-6) based on denovolyzer?®. Nevertheless, the
current number of 22 detected de novo variants in TRRAP is not genome-wide significant
(p=0.08) after correcting for: a) ~19,000 protein-coding genes, b) 22,898 trios studied, and c)
the underlying mutability of the full-length protein-coding TRRAP transcript. However, this
statistical calculation does not take into account the spatial distribution of the variants. Indeed,
three-dimensional modelling of human TRRAP structure inferred from the orthologous
Saccharomyces cerevisiae protein Tral (Figure 9C) suggested a clustering of the variants in
different regions of TRRAP. The most important clustering was observed for thirteen variants
between codons 1031 and 1159. Interestingly, when visualized in 3D, these variants localized
near one another (Figure 8C), revealing a domain of TRRAP with a potentially novel specific
function, although not yet characterized. We performed a statistical clustering analysis

comparing the mean distance in observed variants to ten million permutations of random
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variants, as previously described?’. This analysis revealed a significant clustering of variants
along the primary sequence of TRRAP (p value = 9x10®), suggesting a model where specific
domains are affected, haploinsufficiency being unlikely, at least for clustering variants.
Among the 24 individuals who carried pathogenic variants, 19 presented with facial
dysmorphisms. Recurrent features that were noted among these individuals included upslanted
palpebral fissures, epicanthus, telecanthus, a wide nasal bridge and ridge, a broad and smooth
philtrum and a thin upper lip (Figure 10). We performed a computer-assisted facial gestalt

visualisation®®2°

, which highlights several of these features, particularly for individuals with
variants clustering with the recurrent p.(Alal043Thr) variant (Figure 10R). All the individuals
had developmental delay, with a highly variable severity of intellectual disability (ID). Whereas
most individuals had apparent ID with markedly impaired basic life functions, some of them
presented with mild ID or even no cognitive deficits (Table 2 and Table S3). Peripheral

neuropathy was also noted; it was severe in one individual and consisted of lower limb

hyperreflexia in five other individuals.
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Figure 10: Photographs of individuals with TRRAP variants.

In addition to alteration in cerebral function, some individuals showed brain, cerebellum,

heart, kidney or urogenital malformations. We observed a strong genotype-phenotype
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correlation (Figure 7A, Table 2) with the highest incidence of malformations being seen in
thirteen individuals whose variants cluster in the region of the predicted protein from codons
1031 to 1159: ¢.3093T>G p.(Ilel031Met), ¢.3104G>A p.(Argl035GIn), c.3111C>A
p-(Ser1037Arg), ¢.3127G>A p.(Alal043Thr, c.3311A>G p.(Glul104Gly), c¢.3316G>A
p-(Glul106Lys), ¢.3331G>T p.(Glyl111Trp), and ¢.3475G>A p.(Glyl159Arg). In contrast,
individuals with variants residing outside of this region had less malformation and presented
mainly with autism spectrum disorder (ASD) and/or ID, sometimes associated with epilepsy.
Variants in these individuals were more dispersed along the protein, although some apparently
aggregated in another region, including ¢.5575C>T p.(Argl859Cys), ¢.5596T>A
p.(Trp1866Arg), ¢.5598G>T p.(Trpl866Cys), ¢.5647G>A p.(Glyl883Arg), and ¢.5795C>T
p.(Pro1932Leu).

Thirteen individuals with variants in the codon 1031-1159 region had global
developmental delay and apparent ID, ranging from speech delay and learning difficulties to
markedly impaired basic life functions (Table 2 and Table S3). The last available
occipitofrontal circumference measurements revealed microcephaly (ranging from -2.8 to -5
standard deviations (SDs)) in 46% (6/13) of individuals. Cerebral magnetic resonance imaging
(MRI) had been performed in 10/13 individuals and showed structural brain anomalies in seven
of them (70%), including cerebellar vermis hypoplasia (6/10), ventricular enlargement (3/10),
cortical atrophy (2/10), brainstem atrophy (2/10), polymicrogyria (1/10), focal gliosis (1/10),
delayed myelination (1/10), and corpus callosum hypoplasia (1/10). Neurological examination
revealed hypotonia in 31% (4/13) of individuals. Only one individual was reported with
epilepsy. Seven individuals (54%) were reported to have feeding difficulties and were fed
exclusively by gastrostomy tube. Among the 10 individuals who were examine by

echocardiography, 70% (7/10) had abnormal results with 50% (5/10) having ventricular septal

61



defect, 30% (3/10) patent ductus arteriosus, 30% (3/10) patent foramen ovale, 20% (2/10)
pulmonary hypertension, and 20% (2/10) aortic coarctation. Abdominal ultrasound revealed
anomalies in 70% (7/10) of individuals in which it was performed. Abnormal renal morphology,
namely multicystic dysplastic kidney, hydronephrosis, duplicate kidney and/or small kidney,
was described in 60% (6/10) and vesicoureteral reflux was also observed in 30% (3/10) of these
individuals. Individual 15 presented with a large left-sided posterolateral congenital
diaphragmatic hernia (Table S3). Hernias of the abdominal wall were also found in 23% (3/13)
of individuals and included an umbilical hernia, an omphalocele, and an inguinal hernia. Three
males (3/6; 50%) had anomalies of external genitalia, including microphallus, hypoplastic
scrotum, and cryptorchidism, while two females (2/7; 29%) had a duplicated vagina and/or
uterus. Other observed anomalies included dysplastic nails (8/13; 62%), cleft lip/palate (5/13;
38%), clinodactyly of the 5th finger (4/13; 31%), laryngo/tracheomalacia (3/13), accessory
nipple (3/13; 23%), bilateral cutaneous syndactyly of the second and third toe (2/13; 15%) and
anomalies of the lacrimal glands (1/13; 8%; see also below in individuals 1 and 19). Four
individuals (4/13; 31%) had visual impairment and three (3/13; 23%) had hearing impairment
which has associated with inner ear malformations in 2 cases. Recurrent infections, mainly
respiratory and urinary tract infections, affected 3/13 (23%) individuals. Individual 9 died at 12
years of age in the context of multiple co-morbidities including: renal failure with acute fluid
fluctuations, tracheostomy for severely obstructive laryngotracheomalacia, intermittent
supraventricular tachycardia, arterial insufficiency, and polyendocrinopathy (insulin dependent
diabetes, adrenal insufficiency, and hypothyroidism).

Among individuals with variants falling outside of the 1031-1159 region, 5/11 (45%)
were diagnosed with autism spectrum disorder (ASD), and another three individuals (3/11; 27%)

had some findings of ASD but no formal diagnosis. Eight of 11 (73%) had developmental delay
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and mild to severe intellectual disability and three had speech delay but whose 1Q was measured
above 70, including two that were in the normal range. Four individuals (4/11; 36%) had various
types of epilepsy, namely absence and tonic-clonic seizures, or Lennox-Gastaut syndrome. The
age of seizure onset ranged from 2 to 10 years old. Malformations were infrequent in this group
overall, although individual 2 had microcephaly and heart malformations, individual 1 had
lacrimal duct aplasia, individual 19 had lacrimal duct aplasia and optic disc colobomas and
individual 21 had a postaxial polydactyly of one hand.

TRRAP-associated chromatin remodeling complexes are generally associated with gene
activation®’, which is consistent with their HAT activity. Nevertheless, the NuA4 complex has
been shown to have a gene repression activity necessary for embryonic stem cell

3132 which seems to be independent from its lysine acetyltransferase activity*>. To

pluripotency
test the hypothesis that TRRAP variants alter gene expression, we obtained skin fibroblasts from
two individuals (individual 1 with p.(Leu805Phe) and individual 19 with p.(Trp1866Cys)) and
performed next-generation sequencing with technical replicates of RNA (i.e. separately
prepared libraries from the same samples). The RNA library preparation and sequencing as well
as bioinformatics analysis methods can be found in the Supplementary notes. We found that, in
comparison to two typically developing individuals (controls), both individuals with TRRAP
variants had remarkably different gene expression patterns (Figure S2A). Interestingly, most
differentially expressed genes (DEGs) analyzed with DESeq2 were upregulated in affected
individuals compared to controls (Figure S2B). Moreover, the individual with p.(Leu805Phe)
had 619 differentially expressed genes (DEGs), with a Log> Fold Change (Log2FC) higher than

2 or lower than -2, and a p-value adjusted for 10%FDR lower than 0.01 (padj) (supplementary

notes, Table S5).
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To identify genes with significant expression differences, we performed differential gene
expression analysis between the two individuals with TRRAP variants (combined as biological
replicates) and two unaffected controls. Gene ontology (GO) enrichment analysis of these genes
using the GOrilla web application indicates an enrichment for the adrenergic receptor signalling
pathway, genes important for neurological function, and potassium and ATP-sensitive ion
transporters (Figure S2B, Supplementary notes, Table S5). The two individuals tested carried
variants outside the cluster associated with the more syndromic ID; assuming distinct effects on
gene regulation, it will be worth comparing gene expression between the two groups. Finally,
we cannot exclude that the transcriptome alteration may be caused by a mechanism other than
impaired HAT activity, since it has been shown that TRRAP as direct interactions with different
partners not related to HAT complex. Thus, we highlighted candidate pathways that may be

useful to uncover the pathomechanism of TRRAP variants in future studies.

Discussion:

TRRAP acts as a scaffold in HAT complexes. Although it has not a direct role in
acetylation, we hypothesize that pathogenic effect of variants may be due to dysregulation of
acetylation, a major process that has been associated with several neurodevelopmental
disorders**. Pathogenic variants of KAT6B (MIM: 605880) cause both Say-Barber-Biesecker-
Young-Simpson syndrome (SBBYSS [MIM: 603736])*>7 and genitopatellar syndrome (GPS
[MIM: 606170])*-° and pathogenic variants in KAT64 and BRPF1 mutations have also been
associated with a neurodevelopmental disorder**#!#*®D_Rubinstein-Taybi syndrome (MIM:
180849 and 613684) is associated with variants in genes encoding histone acetyltransferase
complexes, namely CREBBP and EP300**°. In addition to cognitive impairment, abnormal

histone acetylation can also result in behavioral disorders, as evidenced by the associations
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found between alterations in several lysine acetyltransferase (KAT) and lysine deacetylase
(KDAC) genes including BRDI, HDAC4, HDAC6, and HDAC9 and non-syndromic ASD
and/or schizophrenia#47:48:49(9):50,

Variants in TRRAP were associated with neuropsychiatric disorders including childhood
disintegrative disorder!’, schizophrenia'®!® and ASD?°. The ASD report included individuals 18
and 19 with p.(Trpl866Arg) and p.(Trpl866Cys), respectively. We thus confirmed the
association with ASD, and provide evidence that it can be found either isolated, or associated
with intellectual disability. Based on the ExAC dataset without studies on neuropsychiatric
disorders, TRRAP is in the top five genes most intolerant to missense variants in the human
genome, with a missense z-score of 10.1 (Ref. ??). While this study includes only the first 24
identified individuals, a strength of the study is that it was primarily ascertained by sequencing,
reducing phenotypic ascertainment bias. Given the highly constrained region of the observed
variants coupled with the population constraint and evolutionary conservation, we hypothesize
that variants outside of these regions are likely to be associated with prenatal lethality, although
we cannot exclude that milder phenotypes may be underrepresented in current exomes datasets.
It is worth noting that we exclusively identified missense variants in the affected individuals.
Given the loss of function (LOF) intolerance of TRRAP in ExXAC (pLI = 1.00), we would expect
to identify at least some LOF variants if haploinsufficiency of TRRAP was the causal
mechanism. In DECIPHER (accessed 2018-05-14), no small or intragenic deletions involving
TRRAP have been identified. Thus, taking into account the significant clustering, it suggests that
missense variants may act either as gain of function or dominant—negative and that
haploinsufficiency of TRRAP is likely to be prenatally lethal, although we cannot exclude a LOF

effect of non-clustering variants associated with a milder phenotype.
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TRRAP participates in embryonic development, as demonstrated by its binding with
proteins regulating signaling pathways such as Notch in fruit fly’!, Ras in C. elegans™, or Wnt
by influencing beta-caténine ubiquitinylation®>. We suspect therefore that TRRAP variants,
more especially those falling within the 1031-1159 region, perturb the interactions with at least
one of these developmental signaling pathways, which would explain the multiple malformation
observed in about half of the affected individuals.

In yeast, a series of ~100 codon deletion mutants in the ortholog tral, showed reduced
or complete loss of viability**. Most deletions impaired coactivator complex assembly, notably
the ones encompassing the homologous 1031-1159 cluster (mutants A13-A14), as well as the
regions homologous to those containing variants p.(Leu805Phe), p.(Phe860Leu), and
p.(Arg893Leu) (mutants A11-A12) and the p.(Arg3757Gln) variant (mutant A39). In contrast,
mutants A21-A22 encompassing the region homologous to the cluster associated with less
malformations (codons 1859-1932) were viable and may help explain the milder clinical
phenotype associated with variants within this cluster. In mice, 7rrap knock-out leads to early

4 and a neural cell-specific conditional Trrap knockout line'® revealed

embryonic lethality
premature differentiation of neural progenitors, with depletion of progenitor pools and a
significant reduction in cortical thickness. These mice exhibited striking microcephaly, in
agreement with what we observed in half of the individuals in our study cohort, primarily those
with variants in the 1031-1159 cluster.

In summary, we report evidence that variants in TRRAP are associated with a pleiotropic
neurodevelopmental syndrome with a potential genotype-phenotype correlation. Our functional

data highlight an enrichment of genes related to neuronal function and ion transport that could

underline the pathophysiology of the disease. Future in vitro and in vivo studies on variants
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inside and outside the main cluster will be required to dissect which gene expression changes

are connected to which TRRAP-related specific phenotypes.
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Tables

CADD
score Number of
cDNA Protein Inheritance CpG|gnomAD | (v1.3) SIFT PolyPhen2 HVAR individuals
c.2413C>T p.(Leu805Phe) de novo no | absent | 28.2 | deleterious(0) |[probably_damaging(0.998) 1
¢.2580C>G p.(Phe860Leu) de novo no | absent | 27.6 |deleterious(0.03)|possibly_damaging(0.867) 1
¢.2678G>T p.(Arg893Leu) apparently de novo | yes | absent 34 deleterious(0) [probably_damaging(0.986) 1
¢.3093T>G p.(Ile1031Met) de novo no | absent | 23.4 |deleterious(0.02) benign(0.308) 1
¢3104G>A | p.(Argl035GIn) de novo yes | absent | 23.9 | tolerated(0.09) benign(0.404) 1
c3111C>A p.(Ser1037Arg) de novo yes | absent | 23.7 | tolerated(0.14) |possibly_damaging(0.656) 1
c.3127G>A p.(Alal043Thr) de novo yes | absent | 23.2 | tolerated(0.27) benign(0.066) 5
¢.3311A>G p.(Glul104Gly) de novo no | absent | 24.6 |deleterious(0.04)| probably_damaging(0.91) 1
c.3316G>A p.(Glul106Lys) de novo* no | absent | 27.7 | deleterious(0) [possibly_damaging(0.816) 2
¢3331G>T p.(Gly1111Trp) apparently de novo | yes | absent | 34 | deleterious(0) |probably_damaging(0.999) 1
¢3475G>A | p.(Glyl159Arg) de novo no | absent | 33 | deleterious(0) |probably_damaging(0.999) 1
€.5575C>T p.(Arg1859Cys) de novo yes | absent 34 deleterious(0) |probably_damaging(0.997) 1
¢.5596T>A p.(Trp1866Arg) de novo no | absent | 28.7 | deleterious(0) |probably damaging(0.999) 1
€.5598G>T p.(Trp1866Cys) de novo no | absent 33 deleterious(0) |probably_damaging(0.999) 1
c.5647G>A p.(Gly1883Arg) de novo yes | absent 33 deleterious(0) probably _damaging(1) 2
¢.5795C>T p.(Pro1932Leu) germline mosaicism | yes | absent 35 deleterious(0) |probably_damaging(0.997) 2
c.11270G>A | p.(Arg3757Gln) de novo yes | absent | 28.6 |deleterious(0.01) benign(0.269) 1
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Table 1. De novo variants in TRRAP identified in 24 individuals. RefSeq transcript used for TRRAP is NM_001244580.1.Apparently de novo was mentioned

when paternity and maternity were not checked. *For one individual with p.(Glul106Lys), father was unavailable, paternal grandparents were tested and did not carry the

variant.

Cluster 1031-1159 Variants outside the
cluster

11/11 - 100%

Symptoms All individuals

Global developmental delay 24/24 - 100% 13/13 - 100%

Intellectual disability 17/20 - 85% 11/11 - 100% 6/9 - 67%
Facial dysmorphisms 19/24 - 79% 11/13 - 85% 8/11 - 73%
Autism Spectrum Disorder 5124 - 21% 0/13 - 0% 5/11 - 45%
Microcephaly (<-2.5SD) 7/24 - 29% 6/13 - 46% 1/11 - 9%
Short stature 7/23 -30% 4/12 - 33% 3/11-27%
Hypotonia 8/24 -33% 4/13 - 31% 4/11 - 36%
Feeding difficulties 8/24 -33% 7/13 - 54% 1/11 - 9%
Seizures 5124 -21% 1/13 - 8% 4/11 - 36%
Cleft lip/palate 5124 -21% 5/13 -38% 0/11 - 0%
Cerebellar hypoplasia 6/18 - 33% 6/11 - 55% 0/7 - 0%
Cerebral abnormalities 6/18 - 33% 6/11 - 55% 0/7 - 0%
Cardiac malformations 10/15 - 66% 9/12 - 75% 1/3-33%
Renal malformations 5/17-29% 5/13 -38% 0/4 - 0%
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Genital malformations
Hearing impairement
Visual impairement
Scoliosis
Dysplastic nails
Lower limb hyperreflexia
Lacrimal duct aplasia

Accessory nipple

5124 - 21%
3/24 - 12%
4/24 - 17%
3/24 - 12%
8/24 - 33%
5/24 - 21%
3/24 - 12%
4/24 - 17%

5/13 - 38%
3/13 -23%
3/13 -23%
3/13 -23%
8/13 - 62%
1/13 - 8%
1/13 - 8%
3/13 -23%

0/11 - 0%
0/11 - 0%
1/11 - 9%
0/11 - 0%
0/11 - 0%
4/11 - 36%
2/11 - 18%
1/11 - 9%

Table 2: Clinical description of individuals with variants inside or outside the 1031-1159 cluster.
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Figure S1. Maternal mosaicism of variant ¢.5795C>T (p.Prol1932Leu) identified in
individuals 22 and 23.

(A) Pedigree of the family. (B) Integrative Genome Viewer snapshot of BAM emitted
by GATKhaplotype caller in the mother (individual 1.2.). Reads are shown aligned to the
genome in blue for forwardstrand and red for reverse strand. The C to T variant is shown
in red on 4/55 reads. This low 7% representation is significantly deviated from the
expected 50% and is indicative of mosaicism. (C)Segregation analysis of the variant by
Sanger sequencing confirms the heterozygous variant in the siblingsand the mosaicism in the

mother.
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Figure S2. Fibroblasts harboring the p.(Leu805Phe) or p.(Trp1866Cys) variants
have differential gene expression patterns.

RNAseq was performed on two healthy controls and two individual fibroblasts to assay gene
expressionwith technical duplicates. (A) Heatmap of genes expressed with at least 10 counts
in at least one condition.Normalized count values from “DESeq2” were plotted and scaled
row-wise using the “pheatmap” Rpackage. (B) Log2Fold Change (Log2FC) and p-values
adjusted for 10% False Discovery Rate (padj) werecalculated for the two affected individuals
and two controls respectively pooled together using the“DESeq2” R package then plotted
using the “ggplot2” R package as a volcano plot. Green dots representgenes with a padj lower
than 0.01, and an absolute Log2FC higher than 2 (padj < 0.01, abs(Log2FC) > 2) andare
referred to as Differentially Expressed Genes (DEGs). Red dots represent genes with a pad;
lower than 0.01 but an absolute Log2FC lower than 2 (padj < 0.01, abs(Log2FC) < 2).

Supplementary methods

RNAseq

Human primary fibroblasts for patient were cultured in DMEM (ThermoFisher cat#
11995-065), 10% FBS, 1ImM GlutaMax (ThermoFisher cat# 35050-061) and
antibiotics-antimycotics (ThermoFisher cat# 15240-062). Fibroblasts were plated at 1 million
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cells per 150mm dish and allowed to grow until they reached 80% confluency. Cells were
washed twice withD-PBS, resuspended in QIAzol (Qiagen cat# 79306) and stored at -80°C
until all samples wereready for RNA extraction. RNA isolation was performed using the
RNeasy mini kit (Qiagen cat# 74104), according to the manufacturer’s protocol. Samples
were treated with the Turbo DNA free kit (ThermoFisher cat# AM1907) and quality
was assessed using the Agilent 2100 Bioanalyzer. Sequencing was performed at the
CHU Sainte-Justine and Génome Québec Integrated Clinical Genomic Centre in Pediatrics
(CIGCP). mRNA Libraries were prepared using the TruSeq Stranded mRNA kit for 48
samples (Illumina), according to themanufacturer’s instructions. Samples were run on the
[llumina HiSeq 4000 PE100 with 7 samples per lane.Output files were analyzed using the
MUGQIC RNAseq pipeline (MUGQIC) steps 1 through 14on the Guillimin Génome Québec
HPC. In summary, BAM files were converted to FASTQ using Picard (BROAD Institute),
sequences were trimmed using Trimmomatic (Bolger, 2014) thenaligned to the GRCh37
genome using STAR (Dobin, 2013); duplicate and misaligned reads were discarded using
Picard, and raw counts were called using HTseq (Anders S, 2015). Differential expression
analysis was performed using the DESeq2 R package (Love, 2014), with default parameters.
GO annotation analysis was performed using the GOrilla web application (Eden, 2009).
Control and patient cell lines of the same type were respectively pooled together into two
groups for differential gene expression analysis, so as to find genes which were
significantly differentially expressed in all patients compared to all controls. Significantly
expressed genes were selected with an adjusted p value (10% False Discovery Rate,
padj) lower than 0.01, and a log2 Fold Change (log2FC) higher than 2 or lower than -2;
corresponding to an overall fold change of at least 4 or -4. Genes of interest were all
significantly differentially expressed in individual patient analyses with DESeq2 compared to

controls.

Bibliography for methods section

1. Anders S, P. P. (2015). HTSeq--a Python framework to work with high-
throughputsequencing data. Bioinformatics, 31(2), 166-9.

2. Bolger, A. M. (2014). Trimmomatic: a flexible trimmer for Illumina sequence

data. Bioinformatics, 30(15), 2114-2120.
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in Ranked Gene Lists. BMC Bioinformatics, 10(48).
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3.1.2. Vérification des résultats de RNAseq

Afin de vérifier les résultats de s€quengage, on a effectué des analyses ciblées sur les
geénes les plus différentiellement régulés, et qui auraient un intérét pertinent par rapport au
phénotype neurodéveloppemental des individus affectés. Pour obtenir des résultats plus
robustes, nous avons utilisé des contrdles différents de ceux utilisés en RNAseq, et en plus
grande nombre. Aussi, comme nous continuons le recrutement d’individus affectés, nous avons
recu plus de cellules apres le séquengage sur lesquelles nous avons pu tester les genes
sélectionnés pour les deux premicres lignées (Figure 10). Sachant que 1’un des termes GO
(Gene Ontology) qui était le plus enrichi dans les genes différentiellement régulés était les
transporteurs d’ions, nous nous sommes concentrés sur ceux-ci. Malheureusement, les
fibroblastes de 1’individu porteur de la mutation W1866C ¢étaient devenus sénescents, mais
nous avons pu tester 1’individu porteur de la mutation L8O5F, et nous avons rajouté la mutation
G1883R et un individu du regroupement plus syndromique porteur de la mutation récurrente
A1043T. Sachant que les individus testés étaient de sexe différent (2 femelles, 1 male), d’age
différent (2, 8, et 11 ans), et que les passages des cellules €taient variés, nous avons utilisé des
controles des deux sexes et de passages les plus proches des cellules utilisées (entre P5 et P10
a partir de I’établissement des cellules). Alors, nous nous sommes heurtés au méme probleme
que pour le RNAseq, c’est-a-dire la variabilité des contrdles qui, méme en augmentant a cinq
lignées différentes, présentent des écart-types relativement hauts. Pour deux des génes dont la
padj était la plus significative, soit ABCC9 et KCNJS, on observe une tendance non

significative pour ABCCY et une augmentation significative pour KCNJS vers une
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surexpression de ces genes dans les individus affectés qui ne font pas partie du regroupement
plus syndromique (L805F, G1883R) (Figure 10). Le manque de reproductibilité pour les autres
génes semblerait provenir d’un manque de contrdles lors de I’expérience de RNAseq, qui
induirait un biais et donnerait lieu a des faux positifs. Cependant, le manque de reproductibilité
du phénomene avec les cellules de 1’individu porteur d’une mutation dans le regroupement plus
syndromique pourrait laisser penser que différents génes sont affectés dii aux positions
différentes des mutations qui affecteraient des interactions différentes de la protéine TRRAP,

et donc des voies biologiques différentes.
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Figure 10: Vérification des génes sélectionnés du RNAseq par qPCR. L’ARNm a été
extrait de cinq fibroblastes sains et des individus affectés en quadruplicatas. L’expression
de chaque gene est normalisée a I’expression de GAPDH. * : p<0.05 avec un test T pour
échantillons indépendants.

3.1.3 Séquencage de ’ARNm de LCLs d’individus TRRAP

En plus des fibroblastes d’individus TRRAP, nous avons aussi obtenu des lignées
lymphoblastoiques pour trois individus : I’individu porteur de la mutation L8OSF, et deux
individus porteurs de la mutations récurrente A1043T. En les comparant a trois lignées
controles, on observe qu’il existe 64 genes différentiellement régulés dans les cellules
d’individus TRRAP (Figure 11). Sur ce total, seulement cinq génes sont aussi retrouvés dans
les DEGs des fibroblastes TRRAP (Annexe 1), et de ceux-ci un seul est différentiellement
régulé dans le méme sens. Cependant, une grande partie des DEGs des LCLs est impliquée
dans le fonctionnement neuronal, le développement neural, ou le cytosquelette ou 1’adhésion

cellulaire (Tableau V). Alors, il est possible que TRRAP interagisse avec des facteurs de
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transcription ou des sous-unités de complexes de remodelage de la chromatine qui soient

spécifiques au type-cellulaire, et qui auraient des loci cibles différents.
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Figure 11 : Les LCLs d'individus TRRAP présentent des génes différentiellement
régulés. L’ARN de LCLs provenant de 3 individus affectés et 3 contrdles sains a été
extrait et des libraires pour séquencage Illumina ont été préparées a partir de 800ng
d’ARN. Heatmap des DEGs avec p<0.01 et log2FC>2 entre les individus TRRAP et les
contrdles sains. L’expression des génes plus élevée est représentée par la couleur rouge,
tandis que I’expression moins ¢élevée est représentée par la couleur bleue.

Tableau V - Génes différentiellement régulés dans les LCLs d'individus porteurs
de variants dans TRRAP impliqués dans le développement neural. Les genes
significativement dérégulés dans les 3 LCLs d’individus affectés porteurs de variants
dans TRRAP ont été catégorisés par annotation manuelle et seuls ceux ayant un rdle
dans la fonction neuronale, le dévellopement neural, ou 1’adhérence cellulaire ou le
cytosquelette ont été sélectionnés.

Géne log2FoldChange pad;j Fonction

CACNAL1E -3.02687 3.49E-08 Fonction Neuronale

CHI3L1 -4.57399 1.96E-05 Cytosquelette/Adhérence Cellulaire
CSGALNACT1 3.950611 3.00E-05 Cytosquelette/Adhérence Cellulaire
TNC -3.02106 3.55E-05 Développement Neural

CPXM2 -4.22239 3.64E-05 Fonction Neuronale

FAT2 -3.31768 3.91E-05 Cytosquelette/Adhérence Cellulaire
ZNF730 2.593326 6.03E-05 Fonction Neuronale

SCHIP1 3.867895 0.001043 Développement Neural

RAB6B -4.44294 0.001227 Fonction Neuronale

RASGRF1 -2.6115 0.001679 Fonction Neuronale

ADORA2B 2.766366 0.002155 Développement Neural

FHOD3 -3.46566 0.002511 Cytosquelette/Adhérence Cellulaire
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IQCA1 3.374123 0.002511 Cytosquelette/Adhérence Cellulaire

NTN4 4.149745 0.002511 Développement Neural

NFIX -2.05355 0.004128 Développement Neural

FXYD6 -4.29767 0.004134 Fonction Neuronale

ARHGEF28 -2.91451 0.004531 Fonction Neuronale

CCDC85C -2.94385 0.005947 Développement Neural

PIGR -2.74115 0.005998 Cytosquelette/Adhérence Cellulaire
SOWAHB -3.93411 0.006805 Développement Neural

DHRS9 3.25298 0.007148 Cytosquelette/Adhérence Cellulaire
FRMPD2 -2.22181 0.007371 Cytosquelette/Adhérence Cellulaire
KAL1 4.014948 0.007372 Cytosquelette/Adhérence Cellulaire
FOXP2 -3.23619 0.008543 Développement Neural

SATB1 3.263034 0.00938 Fonction Neuronale

HHIP 3.30666 0.009555 Développement Neural

MED12L 2.877447 0.009555 Fonction Neuronale

3.2. Des mutations dans SMARCC?2 sont associées a un syndrome
neurodéveloppemental et causent des changements d’expression

génique

3.2.1 Mise en situation

Le gene SMARCC?2 encode SMARCC2, ou BAF170, une protéine structurale formant
des homo- ou hétéro-dimeres avec son homologue SMARCCI. Ce dimere et SMARCDI1
forment le cceur du complexe BAF, ou SWI/SNF, sur lequel toutes les autres sous-unités se
placent afin de former un complexe de remodelage des nucléosomes fonctionnel. Nous avons
caractérisé¢ des individus porteurs de mutations dans SMARCC?2 et présentant un syndrome
neurodéveloppemental similaire aux autres syndromes associés a différentes sous unités du
complexe BAF, le TDISS (Trouble de Déficience Intellectuelle associé au complexe
SWI/SNF). Nous avons aussi démontré que certaines des mutations affectent 1’expression
génique dans des cellules de ces individus, et que plusieurs de ces genes sont impliqués dans
le développement ou le fonctionnement neural. Nous avons aussi démontré que certaines de
ces mutations causaient des défauts d’épissage, soit I’exclusion d’un exon, ou la dégradation

d’ARNm non-sens.

Keren Machol a procédé au recrutement et a la caractérisation clinique des individus,
et a démontré 1’exclusion exon de I’individu huit, et j’ai démontré la dégradation de I’ARNm
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de SMARCC?2 dans I’individu quatre. L’établissement des lignées a été fait par Thi-Tuyet Mai
Nguyen, Justine Rousseau, et moi-méme. Les qPCR ont été réalisées par Thomas Garcia et la
préparation pour le séquencage de ’ARNm a été fait par Jusine Rousseau. J’ai effectué toutes
les analyses bio-informatiques. Les autres auteurs sont des cliniciens qui ont participé au

recrutement et a la collecte de données des individus affectés. Keren, Justine, et moi-méme

avons écrit le manuscrit publié : Machol et al., 4m J Hum Gen, 2019,

3.2.2 Article 2

Expanding the Spectrum of BAF-related Disorders — De Novo Variants in
SMARCC2 Cause a Syndrome with Intellectual Disability and Developmental
Delay
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Abstract

SMARCC2 (BAF170, MIM: 601734) is one of the invariable core subunits of the
ATP-dependent chromatin remodeling BAF (BRG1-Associated Factor) complex
and plays a crucial role in embryogenesis and corticogenesis. Pathogenic variants in
genes encoding other components of the BAF-complex have been associated with
intellectual disability syndromes. Despite its significant biological role variants in
SMARCC?2 have not been directly associated with human disease previously. Using
whole exome sequencing and a web-based gene-matching program, we identified 15
individuals with variable degrees of neurodevelopmental delay and growth
retardation harboring one of 13 heterozygous variants in SMARCC2, most of them
novel and proven de novo. The clinical presentation overlaps with intellectual
disability syndromes associated with other BAF subunits, such as Coffin Siris and
Nicolaides—Baraitser syndromes, and includes prominent speech impairment,

hypotonia, feeding difficulties, behavioral abnormalities, and dysmorphic features
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such as hypertrichosis, thick eyebrows, thin upper lip vermilion, and upturned nose.
Nine out of the fifteen individuals harbor variants in the highly conserved
SMARCC2 DNA-interacting domains (SANT and SWIRM) and present with a more
severe phenotype. Two of these individuals present cardiac abnormalities.
Transcriptomic analysis of fibroblasts from affected individuals highlights a group
of differentially expressed genes with possible roles in regulation of neuronal
development and function, namely H/9, SCRG1, RELN and CACNB4. Our findings
suggest a novel SMARCC2-related syndrome which overlaps with

neurodevelopmental disorders associated with variants in BAF-complex subunits.

Main Text
Introduction:

The chromatin-remodeling complex BRG1-Associated Factor (BAF) plays an
essential role in the regulation of gene expression and higher-order chromatin
organization by modulating the nucleosome and changing chromatin conformation and
accessibility 2. BAFopathies are a heterogeneous group of disorders caused by
mutations in the various subunits composing the BAF-complex. The clinical
phenotypic spectrum of BAFopathies is wide and involves various human
neurodevelopmental disorders including syndromic and nonsyndromic intellectual
disability (ID), growth retardation 3% 2628210 "shoradic autism 1L, schizophrenia 12,

and amyotrophic lateral sclerosis 13,

The most recognizable syndrome associated with BAF abnormalities is Coffin-
Siris syndrome (CSS). This is a genetically heterogeneous ID syndrome characterized

by developmental delay (DD), speech delay, coarse facial appearance, feeding
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difficulties, and hypoplastic-to-absent fifth finger nails and fifth distal phalanges .
This syndrome is associated with abnormalities in multiple subunits of the BAF-
complex including the ATPase subunit SMARCA4 (MIM: 603254), the common core
subunit SMARCB1 (MIM: 601607), and BAF accessory subunits such as
SMARCE1/BAF57 (MIM: 603111), ARIDIA (MIM: 603024), ARIDIB (MIM:
614556) 15, ARID2 (MIM: 609539) 16, and DPF2 (MIM:601671) 1Z. CSS can result of
pathogenic changes in other chromatin remodeling proteins with no direct interaction

with BAF-complex, including SOX11 (MIM: 600898) 18 and PHF6 (MIM: 300414) L.

Other BAFopathies include Nicolaides—Baraitser syndrome caused by
pathogenic variants in SMARCA2 (MIM: 600014) that has a significant phenotypic
overlap with CSS and characterized by ID, sparse hair, short stature, microcephaly,

20, 21 Some individuals

brachydactyly, interphalangeal joint swellings, and epilepsy
with clinical diagnosis of DOORS syndrome, -characterized by deafness,
onychodystrophy, osteodystrophy, ID and seizures, were found to carry pathogenic
variants in SMARCBI (MIM: 601607), highlighting the clinical overlap between CSS
and DOORS syndrome 2. We have previously reported mutations in another BAF
subunit, ACTL6A, to be associated with ID 2. Pathogenic variants in ADNP (MIM:
611386), encoding a transcription factor that interacts with the BAF-complex, have
been identified in individuals presenting dysmorphic facial features, autism spectrum
disorder (ASD), ID, hypotonia, and congenital heart defects 2%. Detailed phenotypic and
genetic comparison between the different BAF related syndromes has been discussed

elsewhere 4,25,
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SMARCC2 (MIM: 601734) encodes BAF170, a common core subunit of the
BAF-complexes with high homology to SMARCC1 (BAF155) 2. 1t is an intrinsic factor
of glial radial cells and plays a crucial role in embryogenesis and corticogenesis,
determining the mammalian body and cortical size 2. Smarcc2;Smarccl double
knockout mice demonstrated proteasome-mediated degradation of the entire BAF-
complexes resulting in impairment of the global epigenetic and gene expression

program of forebrain development 28

. Recently, deletion of Smarcc2 in mice revealed
its role in learning and behavioral adaptation 2. SMARCC2 was also reported as one of
the chromatin-remodeling genes involved in ASD 3%, Despite its significant biological

role, variants in SMARCC2 have not been directly associated with a syndrome in

humans previously.

Figure 12: Pictures of ten of the individuals with SMARCC?2 variants.

Results:
We report 15 unrelated individuals (table 1 and table S1) with variants in

SMARCC2, detected by whole exome sequencing (WES), and with clinical presentation
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that includes mild to severe ID, (HP:0012736), DD with prominent speech delay
(HP:0000750), behavioral abnormalities (HP:0000708), growth retardation
(HP:0008897), feeding difficulties at the neonatal period (HP:0008872), hypotonia
(HP:0011398), and dysmorphic features including hypertrichosis (HP:0000998), thick
eyebrows (HP:0000574) / prominent supra-orbital ridges (HP:0000336), and thin upper
and lower vermillion (HP:0000233) suggesting overlap with Coffin Siris and
Nicolaides—Baraitser syndromes. Subjects in this cohort were gathered using
GeneMatcher 3! All individuals’ families from the different institutions agreed to
participate in this study and signed appropriate consent forms. Permission for clinical
photographs was given separately. Individual 4 has been reported before and was
identified in a gene panel screening (1,256 genes) of 96 individuals with ID 32, The
variant ¢.1833+2T>C in individual 10 was reported before as part of a work to identify
new gene-disease associations in trio WES from 119 undiagnosed patients 23,
Individuals 1, 4, 6, 7, 9-13 and 15 had trio WES. Individuals 2, 3, 5 and 14 had a
proband WES followed by Sanger confirmation for patient and parents. Biological
parents of individuals 3 and father of individual 8 are not available for testing.
Individual 8 had duo WES with his mother and results were re-analyzed as part of the
Undiagnosed Diseases Network (UDN). Biological parents of individuals 3 and 8 are
not available for testing. This individual was found to harbor an intronic splice site
variant ¢.1833+1G>T in SMARCC?2 that was not found in his mother. Twelve of the 15
individuals have proven de novo variants in SMARCC?2. Individual 2 inherited the
variant from his affected father. Paternal grandparents were negative for the variant

indicating a de novo variant in the father.
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Figure 13: SMARCC2 (BAF170) main domains and variants.

Amino acid alignments demonstrate that the missense variants affect
highly conserved amino acids and the variants causing splicing
abnormalities affect highly conserved nucleotides (NP_003066,
transcript  ENST00000267064.8). The involved amino acids /
nucleotides are framed in black. Number of relevant individual (#) is
on gray background. For intron/exon location of the different variants

see table S1.

All of the individuals presented here have some degree of ID and/or DD (tablel
and table S1). Ten (10/15, 65%) have moderate to profound DD and ID while the other
five individuals have only mild ID or mild DD. 13/15 (86%) individuals have speech
impairment with seven of them completely lacking language. Most individuals present

muscle tone abnormalities. 13/15 (85%) individuals present significant hypotonia,
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while two of the individuals present high tone or spasticity. Ten of the individuals
(67%) present behavioral problems including aggression and self-injurious behavior as
well as hyperactivity, hypersensitivity to touch, sleep disturbances, and obsessive and
rigid behavior. Two were noted to have difficulties in social interactions, yet not
qualified for formal diagnosis of autism. Eight individuals present feeding difficulties
and six of them have mostly postnatal growth retardation. Individual 9 has continuous
feeding difficulties with laryngomalacia and nasal feeding tube since age 14 months.
11 out of the 15 individuals are reported to have dysmorphic craniofacial features
(figure 13). The most pronounced dysmorphic features are hypertrichosis (6/15), thick
eyebrows / prominent supra-orbital ridges (6/15), thin upper or thick lower lip-
vermilion (6/15 and 5/15), and upturned nose (6/15). Most of the individuals have

normal fifth finger/toe or finger/toenail.

Eight of the 15 individuals presented here (1, 5-7, 11-14) have one of seven
missense variants in SMARCC?2 (GeneBank: NM_003075.3), all are predicted to be
deleterious / probably damaging according to PROVEAN and SIFT, in-silico tools to
predict the functional effect of an amino acid substitution. Only individuals 2 and 3
carry truncating mutations. Individual 2 carries a heterozygous nonsense variant at
position 241 (p.Trp241%*), and individual 3 carries a frameshift variant
(p-Glu334Argfs*49). Interestingly, both present with a mild phenotype. Individual 2
inherited the change from his affected father who presents with borderline intelligence
(IQ of 72) and behavior problems. This might suggest a milder phenotype in cases with
truncating mutations. All missense variants are in well-conserved amino acids in
SMARCC? (figure 14). In vitro missense tolerance ratio (MTR) tool shows that six of

the seven missense variants presented here preferentially affect one of the 25% most
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intolerant residues of SMARCC2 (p=0.0004) with p.Asnl134Asp being the only
missense variant affecting a tolerant region of this gene (figure S1). This might be
consistent with the milder phenotype presented in this individual. SMARCC?2 ExAc z-
score for intolerance for missense variations is significantly high (4.26) and the gene is
predicted to be potentially associated with dominant conditions according to an LDA
score of 2.435 by the DOMINO algorithm 3¢, Individual 15 harbors a de novo in-frame
deletion of methionine 1153 (c.3456_3458delCAT). Methionine 1153 deletion and its
missense substitutions to various amino acids (isoleucine, threonine, valine) appear
once (allele frequency 3.231*107°) and 4 times respectively in gnomAD 23, This might
indicate that this position is relatively tolerable for changes and explain the mild clinical
presentation of individual 15. It is important to note that detailed phenotype such as 1Q

scores are not available for individuals included in the ExAC database.

Individuals 2 and 3 carry truncating mutations located at the N-terminus of
SMARCC2 (exons 9 and 11). Individual 2 carries a heterozygous nonsense variant
(p.-Trp241%*), and individual 3 carries a frameshift variant (p.Glu334Argfs*49).
Interestingly, both present mild phenotype. Individual 2, who presents mainly
behavioral abnormalities and only mild DD, inherited the change from his affected
father who presents with borderline intelligence (IQ of 72) and behavior problems.
ExAC database identified only a single loss-of-function allele in SMARCC?2
(p-Glu389Aspfs*5); however, with only 11 (22%) of 49 reads at this frameshift variant
site, it is unlikely to be a germline variant (Binomial exact test for 50% germline
heterozygous expectation; p = 0.0001). The depletion of protein-truncating variants in
SMARCC?2 is evident in large human population reference cohorts. Based on the ExAC

cohort, SMARCC?2 achieves a LoF depletion FDR adjusted p = 5.5x10'}, ranking it
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among the 1.6% most significantly LoF-depleted genes in the human exome 2. It also
has a probability of loss-of-function (LoF) intolerance (pLI) score of 1, supporting
deleterious effect for predicted LoF pathogenic variants 3. SMARCC2 %HI score of
20.29 also predicts this gene is less likely to tolerate a loss-of-function variant or

deletion 3Z.
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Figure 14: Splicing variant analyses in Individual 8 and 4.
A. PCR amplification of the individual’s cDNA at exons 18 to 20 reveals deletion of exon
19 (amino acids 590-611) due to splicing variant ¢.1833+1G>T in SMARCC2
(NM_003075). B. SMARCC2 gene expression was quantified by qRT-PCR from LCLs for
individuals 4 and 15 and an unrelated control, in triplicates. SMARCC2 expression was
normalized to GAPDH, and results are represented as relative expression normalized to the
Control. Error bars represent SEM and significance was assessed with bilateral unpaired

Student’s T tests.

Four individuals harbor splicing variants. Three individuals (8-10) have one of
two variants in intron 19 (¢.1833+2T>C and c.1833+1G>T) that are predicted in silico

to affect splicing donor site according to Human Splicing Finder (HSF). One individual
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(4) presents a splicing variant in intron 14 (c.1311-3C>QG) that is predicted to affect
exon acceptor site. /n vitro assay in lymphocytes from individual 8 (c.1833+1G>T)
indicates this variant leads to abnormal splicing with deletion of exon 19 (amino acids
590-611) that compose the SANT domain in SMARCC?2 (figure 15A). The capture of
a shorter cDNA product using RT-PCR might indicate the presence of an mRNA
escaping nonsense-mediated decay (NMD). RT-qPCR quantification of SMARCC?2 in
lymphocytes from individual 4 (¢.1311-3C>G) demonstrate a ~50% decrease in mRNA
compared to a control and a coding in-frame deletion (Individual 15, Metl153del),

suggesting haploinsufficiency through NMD (figure 15B).

Nine individuals carry missense or splicing variants in the highly conserved
SWIRM (Swi3, Rsc8, and Moira) and SANT (Swi3, Ada2, NCoR and TFIIIB) domains
of SMARCC2 (figure 14). The SWIRM domain interacts with DNA, binds di-
nucleosome structures, and mediates specific protein-protein interactions 2. The SANT
domain has DNA-binding activity 22 and is believed to function as a histone tail binding
module #°. Eight of the individuals reported here have a heterozygous novel variant in
the SANT domain of SMARCC2. One individual has a missense variant changing
leucine for proline in position 609 (p.Leu609Pro), two have a missense variant
changing leucine for proline in position 610 (p.Leu610Pro), one individual has a
missense variant changing leucine for proline in position 613 (p.Leu613Pro), and one
has a missense variant changing cysteine to arginine in position 635 (p.Cys635Arg).
Three individuals have one of two intronic variants that are predicted in silico to affect
the same splicing donor site in SANT and one individual presents a splicing variant at
the SWIRM domain. This group of nine individuals present with moderate to severe

DD and ID and with severe speech impairment, with six of them having no language at
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all. Five out of these nine individuals (55%) have abnormal brain MRI findings
including small corpus callosum and generalized cerebral atrophy. Five out of the nine
present significant growth retardation and four of them have seizure disorder. It seems
that individuals carrying a pathogenic variant in SWIRM or SANT domains have a
more severe presentation. Interestingly, only the two individuals harboring the
p.Leu610Pro variant have cardiovascular abnormalities. An echocardiogram for
individual 6 revealed distended left coronary artery and for individual 7 mild non-

progressive dilatation of the ascending aorta (Z score of 2.54).

To further investigate the pathogenicity of the variants we calculated the
geometric mean distance between the observed mutations to assay the clustering of the
mutations #.. As this calculation only considers the length of the spliced transcript,
intronic splicing mutations were annotated according to the closest coding nucleotide.
Compared to ten million random permutations of mutations along the transcript, the
observed mutations are significantly clustered (p-value 107), suggesting a
pathomechanism which does not operate through haploinsufficiency alone.
Interestingly, removing the frameshift and nonsense mutations from the analysis does
not affect the significance, but taking out the splicing mutations does (p-value 0.12).
This result points towards a more important role in the pathogenicity for the SWIRM
and SANT domains than for the SMARCC_N region, and a corollary of this
interpretation is the hypothesis that expressed but incorrectly-spliced transcripts could

function through a dominant negative mechanism.
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Figure 15: Fibroblasts harboring p.Leu610Pro or p.Asn134Asp SMARCC2 mutation have
differential gene expression patterns when compared to fibroblasts from healthy controls.

RNAseq was performed on four healthy controls and two patient fibroblasts to
assay gene expression. (A) Heatmap of Differentially Expressed Genes
(DEGs). Log> Fold Change (Log2FC) and p-values adjusted for 10% False
Discovery Rate (padj) were calculated for the two individuals and four controls
respectively pooled together using the “DESeq2” R package. Normalized
count values from “DESeq2” were plotted and scaled row-wise using the
“pheatmap” R package for genes with a padj lower than 0.01 and an absolute
Log>FC value higher than 2. DEGs numbers are shown as Venn diagrams with

each individual compared separately to controls using the “DESeq2” R

package, for up-regulated genes (B) and down-regulated genes (C).
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(D) Volcano plot showing differentially regulated genes as fold-change
versus adjusted p-values. Log,FC and —logio(padj) values were plotted
using the “ggplot2” R package as a volcano plot. Red dots represent genes
with a padj lower than 0.01 and a abs(Log>FC) lower than 2. Green dots
represent genes with a padj lower than 0.01 and a abs(log2FC) higher than
2 (E) Histogram of the enriched GO annotations with FDR adjusted p-
values lower than 0.01 calculated using the GOrilla web application using

DEGs for the two individuals pooled together. (F) RT-qPCR analysis of

To better understand the impact of SMARCC2 mutations on gene-expression,
we performed an RNAseq analysis on fibroblasts from individual 1 with p.Asnl134Asp
mutation and individual 7 with p.Leu610Pro mutation. We analyzed both samples
together to assess shared differential gene expression patterns. Analysis of
Differentially Expressed Genes (DEGs) shows an almost equal amount of DEGs
upregulated and downregulated in these two individuals (figure 16A). Gene Ontology
(GO) analysis of these DEGs using the GOrilla web application demonstrates a
significant enrichment in genes related to embryonic morphogenesis, multicellular
organismal process, and developmental process (figure 16E). We also looked at DEGs
specific to each individual. Consistent with the milder phenotype of individual 1, the
p.Asnl134Asp mutation seems to affect the expression of fewer genes, as this individual
only had 25 DEGs (table S3) compared to the 59 of individual 7 (table S4 and figure
4B and 4C). Of those, they shared 12 DEGs. Moreover, many genes that were not
significantly differentially expressed in individual 1, but were in individual 7, did show
a tendency to have relative changes in expression in the same direction. Consistent with

in silico predictions, this suggests that the p.Asn134Asp mutation, located at the N-
103



terminus of the protein has a milder effect than the p.Leu610Pro mutation that is located
in the SANT domain. Among the shared DEGs we identified genes with possible role
in regulation of neuronal development and function, namely H79, SCRGI, RELN and

CACNBA.

H19 codes for a long noncoding RNA and is among the most upregulated DEGs
(log2FC=7.4, padj=7.18E-43) in both individuals compared to controls (table S2). H/9
is an imprinted gene and has been implicated in the regulation of growth and embryonic
development, tumorigenesis and epilepsy-induced astrocyte and microglia activation 4
43. 4 Interestingly, knocking down SMARCA4 in MCF10A epithelial cell line also
results in significant /19 upregulation ! suggesting that H19 expression is affected by

BAF complex modification and that SMARCC2 p.Asnl134Asp and p.Leu610Pro

mutations could indeed affect the complex integrity and/or function.

SCRGI is another significant DEG (log2FC=5.43, padj=9.30E-13) mainly
expressed in the human brain, and its level is highly regulated during postnatal
development, being absent in the fetal brain %>, Duplication of the gene has been
suggested to contribute to ID . In human mesenchymal stem cells, SCRGI expression
is important for the maintenance of self-renewal and preventing osteoblastic
differentiation®’. Interestingly, impaired postnatal radial glial cells self-renewal was
observed in conditional Smarcc2-deficient animals 22, and abolishing the expression of
Smarca4 or Smarcc2 in postnatal neuronal stem cells results in preferential onset of

gliogenesis instead of neurogenesis %822,
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Another overexpressed gene is RELN (logoFC=3.72, padj=3.39E-04), which
encodes Reelin, a large secreted matrix serine protease that is involved in layering of
neurons in the cortex and cerebellum. It also regulates microtubule function in neurons
and neuronal migration, and its enzymatic activity is important for the modulation of
cell adhesion. Recessive RELN mutations cause lissencephaly (MIM: 257320), while

dominant mutations cause epilepsy (MIM: 616436) £

Finally, CACNB4, which also has significantly increased expression
(log2FC=3.52, padj=1.88E-07), encodes a beta auxiliary subunit of voltage-gated
calcium ions channels. Calcium channels play an essential role in the nervous system
for neurotransmitter release as well as the regulation of gene expression % 3L
Interestingly, CACNB4 was shown to translocate to the nucleus to regulate gene
expression 2% 3. Different isoforms of the B-subunit of voltage-gated calcium ions
channels have been shown to control the transcription of genes by recruiting proteins
involved in DNA remodeling such as the heterochromatin protein 1 4. Also, the B-
subunit was reported to downregulate Wnt signaling, a crucial player in neural
development 22, through interaction with the transcription factor TCF4 which is
associated with Pitt-Hopkins syndrome (MIM: 610954) 33, Mutations in other subunits
of voltage-gated channels have been associated with mental disorders, autism spectrum
disorders (ASD) and cardiovascular problems 3% 3 38 32 In humans, CACNB4

mutations have been associated with episodic ataxia (MIM: 613855), juvenile

myoclonic and idiopathic generalized epilepsy (MIM: 607682).

To validate the relevance of our results and to understand the low overlap

between DEGs in the two assessed individuals, we compared our results to other public
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datasets involving BAF-complex components. We looked at datasets in both human

. 1,61, 62,63

and mouse cell lines and primary cells in culture (figure S2) ¢ 1. 6L . The number
of DEGs varies significantly between assays from just 18 to 3038. We calculated and
plotted the overlapping genes for each dataset, showing varying degrees of overlap (0%
to 83%) suggesting a great heterogeneity in genes affected by BAF-complex defects, in
both a subunit and a cell type specific manner. Thus, we hypothesize that pathogenic
mutations in different domains of the same subunit, as seen in the two individuals
assessed in our study, could lead to different gene expression patterns as they could
affect the interaction with unique subunits or transcription factors and could explain the
low overlap we obtained. Still, 48% of the DEGs in SMARCC?2 individuals’ fibroblasts

are found in at least one other dataset, suggesting some commonalities, and confirming

a general BAF-complex-linked transcriptomic profile.

Discussion:

Spatiotemporal regulation of the different subunits assembly and the activity of
the BAF-complex are well orchestrated and essential to enable normal development
and proper functioning of the nervous system 5 With the exception of impaired
cognitive function observed in Smarcc2-deficient mice, no mutations in SMARCC?2
have been associated with a particular phenotype/disease. Here we show that mutations
in SMARCC? affect gene expression, and in particular a subset of putative genes
potentially implicated in neurogenesis and proper functioning of the nervous system,
namely H19, SCRG1, RELN and CACNB4. Our results further suggest that mutations
of SMARCC2 may regulate pathways important for postnatal gliogenesis,

differentiation and function of astrocytes and oligodendrocytes. Further studies need to
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be undertaken in other models to determine the role of these genes in individuals

affected by SMARCC?2 mutations.

Neurodevelopmental disorders associated with pathogenic variants in BAF
chromatin remodeling complex subunits present overlapping clinical phenotype.
Comparing the clinical presentation of the different associated conditions (table 2 & %
3,67, 68, 9, 23) " emphasizes the wide clinical spectrum of the disorders and the importance
of trio WES in the diagnostic process. Other than our observation that missense and
splicing variants in the highly conserved SANT and SWIRM domains uniformly lead
to a severe phenotype, we could not point out a clear genotype-phenotype correlation.
Missense variants outside of these two domains were found mostly but not exclusively
in patients with mild presentation suggesting variable degree of effect on BAF-complex
function for missense variants. Pathogenic variants reported in SMARC subunits
(SMARCA2, SMARCA4, SMARCBI and SMARCE!) are mostly missense and in-
frame deletions (table 2) with dominant negative effect mechanism causing Coffin-Siris

8,25

and CS-like syndromes © =2. Recently, mutations identified in BAF-subunit DPF2 were
suggested to cause CSS-like phenotype in a dominant negative mechanism related both

to missense and splicing / truncating variants through NMD escape 1Z.

Given that SMARCC1I and SMARCC? are paralogous genes, that they can form
heterodimers or homodimers 2, and that both share functional scaffolding properties 2,
it is conceivable that SMARCCI could at least partially compensate for the loss of
SMARCC?2 leading to a milder phenotype in clinically milder cases with truncating
mutations in the SMARCC N-terminal region. Nevertheless, our results also suggest

that the mutant mRNA of individual 4 with a severe phenotype (c.1311-3C>QG)
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undergoes NMD as one of the consequences of the splice site mutation, therefore
haploinsufficiency can also be seen in individuals with a severe phenotype. As neither
RNA nor cells were available for these individuals with N-terminal truncating mutation,
we cannot exclude the possibility that the mRNA could escape NMD and the truncated
protein remained functional to perform essential function or to allow for a
compensatory mechanism to take place. Finally, different SMARCC?2 isoforms could
be expressed in different tissues or at different times during development, thus the
location of truncating mutations could affect the phenotype since they may affect only
certain isoforms. Indeed, if there are N-terminal truncated isoforms of SMARCC2
expressed specifically in the nervous system, the N-terminal truncation mutations
causing NMD would have no impact on that isoform while a mutation in the SWIRM
domain would. Such specific alternative splicing could explain the discrepancy of mild
and severe phenotype being both associated with haploinsufficiency. Interestingly,
Kazantseva and colleagues have shown that N-terminally truncated isoforms of
SMARCEI1 (BAF57) are exclusively expressed in neuronal tissues and contribute to
the diversity of the BAF complex in neurons ZL. A similar mechanism could occur for
SMARCC2, and further research into its neuronal expression would be needed to
answer this question. The wide phenotypic variety and the lack of clear genotype-
phenotype correlation of the conditions associated with BAF-complex subunits were
also suggested to be attributed to a possible dosage dependent manner of the ATP-
dependent chromatin remodeling machinery 2. This, with the significant intolerance of
the BAF-complex subunits genes to LOF variants, might support a contribution of LOF

variants to the phenotype.
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The SMARCC2-related condition presented here overlaps with other
BAFopathies suggesting a CSS and Nicolaides-Baraitser-like syndrome characterized
by intellectual disability, developmental delay with significant speech delay and
behavioral abnormalities. We provide evidence of dysregulated expression of H/9,
SCRGI, RELN and CACNB4, the relevance of which will need to be explored in future

model organism studies.
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Individual #

gender
age (Y)
nucleotide change

amino acid change

de-novo variant?

affected domain
Clinical information

developmental delay and/or
intellectual disability

speech impairment

behavioral abnormalities
hypotonia
seizures
movement disorder

CNS abnormalities on MRI

Growth
FTT
sucking/feeding difficulty
Craniofacial features
thin/sparse scalp hair

#1

M
5Y
c.400 A>G

p.Asn134Asp

yes

SMARCC_N

mild DD

n/a

#2

M
3Y
c.723G>A

p.Trp241*

no (affected
father)

SMARCC_N

+

spasticity

+

two discrete
hyperintens

white matter

lesions

#3

M
2Y
€.999dupA

p.Glu334Argfs*49

n/a

SMARCC_N

mild DD

n/a

119

#4*

F
17Y
c.1311-3C>G

splicing
variant

yes

SWIRM

severe DD

absence of
language
+
+

+

normal MRI

#5

M
4y
c.1826T>C

p.Leu609Pro

yes

SANT

severe DD

absence of
language
+
+ and spasticity
+

thinning of
corpus callosum
and splenium,
periventricular
white matter
loss

#6

F
18Y
c.1829T>C

p.Leu610Pro

yes

SANT

severe DD

absence of
language

+

+

generalized
cerebral
atrophy,
hypointensity
globus pallidus

#7

M
11Y
c.1829T>C

p.Leu610Pro

yes

SANT

severe DD

absence of
language
+
+

+

generalized
cerebral atrophy,
hypomyelination



hypertrichosis - - - + + - .

thick eyebrows - - - + - + +
long eyelashes - - - - - - -
ptosis - - - - B + +

thin upper lip vermilion - - - - + + -
thick lower lip vermilion - - - + - - +

palate abnormalities - - - - - . -
nose upturned/anteverted

. - - - - + + +
nostrils
Skeletal-limb features
5th finger or toe / nails N
abnormalities
scoliosis - - - kyphosis + + +
Other
non-progressive
cardiovascular n/a ) i i n/a left coronary mild aortic
distension dilatation (Z
score=2.54).
inguinal hernia - - - - + - +
undescended testis n/a - - n/ap + n/ap +
h .
. ypo plgmentele eczema,
skin problems - hair, cafe au lait - - eczema -
scleroderma
macules
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#38

M
11Y
c.1833+1G>T
splicing
variant***

n/a

SANT

severe DD
(DQ=20)

absence of
language
+

+

normal MRI

#9

M
25Y

c.1833+2T>C

splicing
variant

yes

SANT

moderate ID

absence of
language

+

normal MRI

#10**

M
105Y

c.1833+2T>C

splicing variant

yes

SANT

moderate DD,

moderate-
severe ID
minimal
speech

+

normal MRI

#11

M
19Y
€.1838T>C

p.Leu613Pro

yes

SANT

moderate-
severe DD

absence of
language

+

abnormal
corpus
callosum

#12

F
7Y
c.1903A>G

p.Cys635Arg

yes

SANT

moderate DD,
moderate ID

speech delay

+

+

slightly small
corpus callosum,
prominent
perivascular
spaces
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#13

M
8Y
€.2686A>G

p.Met896Val

yes

SMARCC_C

moderate-
severe DD

speech
delay
+

+

normal MRI

#14

M
5Y
C.2699A>G

p.Glu900Gly

yes

SMARCC_C

mild ID

speech
delay
+

+

normal MRI

#15

M
27 Mo

€.3456_3458delCAT

p.Metl1153del

yes

carboxy terminal

mild DD

speech
abnormalities

+

+

n/a

Total

14/15

12/15

10/15
13/15
4/15
2/15

6/12

6/15
8/15
11/15
4/15




n/a

hypomelanotic
macula

vitiligo
(presentin
unaffected

father)

hyper
pigmented
irregular skin

on back

n/ap

eczema

n/a

n/a

n/a

6/15
6/15
5/15
5/15
6/15
5/15
3/15

6/15

4/15

5/15

2/11

3/15
2/12

7/15
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Table 1: Summary of SMARCC2 variants and clinical presentation of 15

individuals. * see Martinez et. al; ** see Zhu et.al; =" see figure 3; '-' - not reported
in this individual; '+' - reported in this individual; FTT — failure to thrive; DD —
developmental delay; ID — Intellectual disability; DQ - Developmental Quotient;

CNS — central nervous system; MRI — magnetic resonance imaging; M - male; F -

female; Y - years; Mo - months; n/a - not available information; n/ap - not applicable.
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ARID1A ARID1B ARID2 SMARCA2 SMARCA4 SMARCB1
Associated Condition CSS 2 CSS 1 CSS 6 NCBRS CSS 4 CSS 3
(MIM#) (614607) (135900) (617808) (601358) (614609) (614608)
OMIM Gene (*) 603024 614556 609539 600014 603254 601607
References (PMID) Koshko et Santenet Gazdagh  Santenet Koshkoet  Koshko et
al, 2014; al, 2013 etal, 2018 al, 2013 al, 2014; al, 2014;
Kosho, Kosho, Kosho,
Miyake, Miyake, Miyake, and
and Carey and Carey Carey 2014
2014; 2014;
Santen et Santen et
al, 2013 al, 2013
Types of pathogenic missense 4/4 10/12 4/13
mutations described in
literature
in-frame deletion 2/12 9/13 (all
p.Lys364del)
splicing mutation 2/29
frameshift and 8/8 25/29 11/14
stop gained /
nonsense
partial/full gene 2/29 3/14
deletions
Short stature (<=-2 SD) 3/8 3/27 10/14 1/4 9/12 11/11
Weight <=-2 SD 3/6 11/28 2/4 4/12 8/9
OFC <-2SD 2/8 0/27 0/14 1/4 10/11 9/10
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DD and/or ID 717 28/28 14/14 4/4 11/11 11/11
Speech delay (first word 6/6 28/28 11/11 4/4 11/11 10/10
after 12 months)
Severe speech delay (1st 5/6 17/28 5/11 2/4 6/11 9/10
word =>5)/No language
Seizures 217 5/20 3/4 0/4 2/12 8/10
Hypotonia 7/8 23/27 2/14 2/4 8/11 8/11
Brain MRI abnormalities 7/8 9/25 6/6 0/3 6/7 9/9
Behavioral phenotypes 3/5 n/r 10/14 n/r 7/8 4/8

phenotype AX, OCB, n/r ADHD, n/r HA, HS, HA, IM, SI,

described HA AG, AX, IM, OCB, TAN

HA, HS (to SAS, SI
loud
noises),
RG, SLD,
STM

Dysmorphic features reported as n/r n/r 9/14 n/r n/r n/r

coarse

thick eyebrows 6/8 24/27 2/7 4/4 9/12 11/11

thick lower 6/7 22/24 1/7 2/3 10/12 8/11

vermilion

hypertrichosis 717 26/28 or7 4/4 12/12 8/11

sparse scalp hair 3/5 18/28 o/7 4/4 5/12 10/11
Cleft palate 2/6 n/r 114 n/r 5/12 2/13
Laryngotracheal 1/4 2/28 2/14 n/r 2/4 n/r
anomalies
Hearing loss 2/6 5/22 n/r 0/3 4/12 8/11
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Hand, foot & digital hypoplasia or 6/7 5/22 2/10 0/3 10/12 8/11
anomalies absence of 5th
distal phalanx
Hypoplastic nails 6/8 19/28 8/12 0/2 10/12 11/11
Brachydactyly 0/8 11/24 1/10 1/3 n/r n/r
Clinodactyly n/r n/r /7 n/r n/r n/r
Syndactyly n/r n/r o/7 n/r n/r n/r
Other skeletal 217 n/r 4/14 n/r 1/10 7/9
anomalies (including
scoliosis)
Cryptorchidism 2/5 n/r n/r n/r 3/9 2/5
Heart defect 3/8 n/r 1/14 5/12 5/11
dextrocardia 0/8 0/27 n/r 0/4 012 2/11

126



SMARCE1 SOX11 ACTL6A DPF2 SMARCC2
CSS 5 Mental ID CSS 7 (618027) CSS -like
(616938) retardation, syndrome
AD 27
(615866)
603111 600898 604958 601671 601734
Koshko et Khan et al, Marom et Vasiliou et al, current
al, 2014; 2018 al, 2017 2018 report
Kosho,
Miyake,
and Carey
2014;
Zarate et
al, 2016
6/6 4/13 2/3 5/8 8/15
1/15
1/3 1/8 4/15
2/13 2/8 2/15
7/13
3/5 4/11 0/3 4/8 6/13
4/6 n/r 0/3 a/7 5/13
4/6 3/13 n/r o/7 6/13
6/6 10/13 3/3 8/8 14/15
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2/6 11/13 3/3 8/8 12/15
n/r n/r 0/3 n/r 8/15
2/6 4/14 0/3 n/r 4/15
2/6 3/13 0/3 a4/7 13/15
3/4 2/3 n/r 3/3 6/12
11 6/13 2/3 3/8 10/15
HA ASD, ADD/ADHD, STM, TAN, OCB, ADHD, AG,
ADHD,AG, AG, HA, SLD, RG, ASD, AX,
HA, Sl, IM, TAN, DSI/ASD DSI, HA,
SLD SLD HP, HS,
OCB, RG,
Sl , SLD,
TAN
6/6 n/r 1/3 2/8 n/r
5/6 113 1/3 n/r 6/15
6/6 7/13 n/r n/r 5/15
n/r 2/13 n/r n/r 6/15
5/6 4/13 n/r 6/7 4/15
2/6 113 0/3 n/r 0/15
1/6 n/r 1/3 n/r 2/15
2/6 2/14 n/r 4/8 2/15
2/6 n/r 0/3 0/8 0/15
6/6 7/14 1/3 8/8 3/15
0/6 0/14 1/3 5/8 0/15
0/6 12/14 2/3 3/8 1/15
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0/6 4/14 1/3 n/r 0/15

3/6 4/14 1/3 3/8 715
(craniosynostosis)

1/4 3/4 0/3 n/r 2/12

4/5 1/3 4/8 2/11

1/5 n/r 0/3 n/r 0/11
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Table 2: Summary of molecular variants and clinical presentation in genes
associated with Coffin-Siris and Coffin-Siris-like syndromes.

AD - Autosomal Dominant; ADHD - attention deficit hyperactivity disorder; AG -
aggressiveness; ASD - Autism Spectrum Disorder; AX - anxiety; CCS - Coffin-Siris
syndrome; DD - developmental delay; DSI-difficulties with social interactions (not
qualify for ASD diagnosis); HA - hyperactivity; HP - Hyperphagia; HS -
hypersensitive; ID - Intellectual disability; IM - impulsive; MRI - magnetic resonance
imaging; NCBRS - Nicolaides-Baraitser syndrome; n/r - not reported; OCB -
obsessive-compulsive behavior; OFC - occipital frontal circumference; RG -
rigidity/‘routine driven’; SAS - short attention span; SD - standard deviation; SI - self-
injury; SLD - sleep disturbance; STM - stereotypic movements; TAN - Tantrums;
For comparison of clinical presentation of other BAF related genes (including PHF6,

ADNP, and TBC1D24 ) see Koshko et al, 2014



3.3 Des mutations dans CHD3 sont associées a un syndrome
neurodéveloppemental et induisent des changements d’expression
génique

Nous avons identifi¢ 35 individus avec 27 mutations différentes dans le gene CHD3 qui
présentaient un syndrome neurodéveloppemental. Nous avons introduit par mutagénése dirigée
six des mutations les plus récurrentes dans un plasmide d’expression avec une étiquette eGFP.
Nos collaborateurs dans le laboratoire Wade au NIEHS ont exprimé puis purifié ces
constructions, et démontré par un essai d’activité ATPase et un essai de déplacement de
nucléosomes que sur ces six mutations, quatre ont une activité¢ de remodelage de nucléosomes
défectueuse, et une a une activité augmentée®”. De ces mutations a activité différente de la
protéine sauvage, trois ont une activité ATPase amoindrie tandis que la mutation donnant une
activité de remodelage de nucléosomes augmentée est aussi associée a une activité ATPase plus

importante. Ainsi, ils ont démontré que ces mutations induisent des défauts dans 1’activité de

CHD3.
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Figure 16: Les fibroblastes porteurs de mutations dans CHD3 présentent un profil
d'expression génique différent. Des fibroblastes provenant de deux individus porteurs
respectivement des mutations NM_001005273.2 : p.L915F et p.N1159K ont été établis,
et leur ARN total a été séquencé par RNAseq sur une librairie enrichie en queues polyA,
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avec un échantillon par lignée. L’analyse bioinformatique est détaillée dans la section des
méthodes. Les 59 genes différentiellement exprimés par les deux fibroblastes porteurs de
mutations dans CHD3 par rapport a quatre controles (padj<0.01, Log2FC>2) sont
visualisés par une heatmap ou I’expression des geénes plus €levée est représentée par la
couleur rouge, tandis que I’expression moins €levée est représentée par la couleur bleue.

Nous avons pu obtenir des fibroblastes provenant de deux individus porteurs de ces
mutations, soit la mutation p.L915F, causant une activité augmentée, et p.N1159K, ayant une
activité presque inexistante. Nous nous sommes donc demandé si des défauts dans le
remodelage de la chromatine causeraient des différences d’expression génique et de la structure
de la chromatine. L’activité¢ augmentée ou réduite du déplacement des nucléosomes le long de
I’ADN pourrait causer des changements de 1’expression génique similaires, ou les loci ciblés
auraient une structure anormale. Nous avons donc analysé I’expression des deux lignées en les
considérant comme réplicatas de la méme condition, ce qui correspond a 59 genes
différentiellement régulés dans les deux individus (log2FC>2, padj<0.01, Figure 16). En faisant
une revue de la littérature de ces geénes, on observe que presque la moitié sont associés au
développement neural ou a la fonction neuronale (Tableau VI).

Tableau VI - Génes différentiellement régulés dans des fibroblastes d'invididus

porteurs de mutations dans CHD3 impliqués dans le développement neural. Les

59 genes différentiellement exprimés dans les fibroblastes provenant d’individus

porteurs d’ une mutation dans CHD3 ont été associés a une fonction par revue manuelle

de la littérature. 27 geénes ont été sélectionnés pour leur fonction dans le
développement neural, la fonction neuronale, ou le cytosquelette/adhérence cellulaire.

Géne log2FoldChange padj Fonction

AJAP1 5.749532 1.72E-14 Cytosquelette/Adhérence Cellulaire
RIMS1 -5.53026  9.02E-09 Fonction Neuronale
IGSF10 3.901759 7.05E-08 Développement Neural
PPP2R2B -5.7364 2.95E-06 Développement Neural
SCRG1 4.471867 3.72E-06 Développement Neural
SPON1 3.305276 2.49E-05 Fonction Neuronale
PDE11A -4.98013 4.59E-05 Fonction Neuronale
EDIL3 -4.21355 5.32E-05 Développement Neural
ABLIM1 -2.74679 0.000115 Fonction Neuronale
OPCML -3.51261 0.000171 Développement Neural
SYT1 -2.88565 0.000185 Fonction Neuronale
TRH 4.662962 0.000228 Fonction Neuronale
PPL 3.047235 0.000448 Fonction Neuronale
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SLC6A17 -3.22161 0.000566 Fonction Neuronale

GRIA4 4.744157 0.000789 Développement Neural
PPP1R14C -4.35755 0.001234 Fonction Neuronale
ST8SIAS -3.27798 0.001256 Fonction Neuronale
TMEM150C -3.36194 0.001435 Développement Neural
ALS2CL -2.37697 0.001735 Fonction Neuronale
PRUNE2 -2.68799 0.002449 Développement Neural
MCF2L -3.7851 0.002604 Fonction Neuronale
CELSR1 -3.49912 0.002805 Développement Neural
SAMD12 -2.09953 0.003035 Fonction Neuronale
PARD6G -2.29205 0.003532 Cytosquelette/Adhérence Cellulaire
NTNG1 -2.66482 0.005345 Développement Neural
PPP1R9A -3.91374 0.005345 Développement Neural
SLC1A1 -3.2517 0.009457 Fonction Neuronale

3.4 Analyse de ’ouverture de la chromatine dans des fibroblastes

d’individus TRRAP, SMARCC2, et CHD3

Ayant démontré que les mutations dans les genes TRRAP, SMARCC2, et CHD3
causaient des changements d’expression dans les cellules d’individus affectés comparés a des
controles sains, on a voulu étudier leur impact au niveau de la structure de la chromatine. Pour
ce faire, nous sommes partis de I’hypothése que des défauts dans le remodelage de la chromatine
ou dans D’acétylation d’histones pourraient engendrer des différences dans les régions
d’ouverture de la chromatine. Ces différences pourraient exister dans deux conditions :
premierement, le défaut de remodelage de nucléosomes pourrait induire des changements dans
la localisation des régions d’ouverture de la chromatine ou les pics correspondant a des régions
libres de nucléosomes seraient décalés dans les cellules d’individus affectés. Aussi, ces défauts
pourraient induire des changements dans la structure de la chromatine, ou les pics correspondant
a la chromatine ouverte seraient de taille et d’intensité différente. Alors, nous avons décidé
d’utiliser la méthode du séquengage ATAC (assay for transposase accessible chromatin) qui
nous permettrait d’identifier les régions ouvertes de la chromatine et de les comparer a des

cellules provenant d’individus sains.
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Nous avons décidé de comparer les mémes cellules séquencées par RNAseq afin
d’établir une corrélation entre DEGs et ouverture de la chromatine. Ainsi, nous avons procédé
a ’analyse par ATACseq des fibroblastes provenant d’individus porteurs de mutations dans
CHD3, TRRAP, ou SMARCC2. Comme la transposase favorise I’ADN ouvert et que le
chromosome mitochondrien n’est pas condensé, nous avons enlevé les séquences correspondant
a ’ADN mitochondrien, qui correspondaient a 40-60% des fragments séquencés. Apres les
¢tapes de nettoyage des fichiers, il restait environ 5 a 15 millions de fragments, correspondant a

90 000-120 000 pics larges.

L’analyse subséquente a été réalisée avec le logiciel Homer, qui a permis de confirmer
qu’il y avait un enrichissement de pics dans les régions correspondant aux ARN (exon, intron),
promoteurs, et 5’UTR, ce qui correspond aux attentes ou les régions ouvertes de la chromatine
sont celles ou la machinerie de transcription a acces. Cependant, afin de faire une analyse
statistique, il est nécessaire de considérer les trois contrdles et les individus porteurs de
mutations dans le méme gene comme des réplicats des mémes conditions, ce que le logiciel
détectait comme étant problématique, ou 1’auto-corrélation entre les échantillons était faible et
qu’il y avait un enrichissement amoindri. Alors, I’analyse statistique n’a pu détecter qu’entre 0
et 300 pics différents entre controles et individus affectés, ou la quasi-totalité des pics différents
se trouve dans des introns ou dans des régions intergéniques. De plus, en considérant une
annotation des pics au geéne le plus proche, correspondant probablement a des régions de
promoteur ou de enhancer (région connue comme ayant un impact positif sur la transcription
d’un gene ou d’un groupe de genes), tres peu des pics se rapprochent de genes différentiellement

exprimes.

Nous avons procédé a 1’analyse pour I’ATACseq pour seulement une des deux lignées
de fibroblastes d’individus TRRAP (p.W1866C, Annexe II). Il est intéressant que I’on trouve
onze genes qui sont différentiellement exprimés dans les deux fibroblastes TRRAP, et qu’il
existe des pics significativement plus grands au niveau de leur promoteur dans la lignée
séquencée par ATACseq (Tableau VII). De ces geénes, presque la moitié est impliquée dans le
neurodéveloppement ou le fonctionnement neuronal, notamment SP9, DRDI, TRIM36,

DYNCIII, et FGF12.
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Tableau VII - Génes significatifs en RNAseq et ATACseq pour des fibroblastes
TRRAP. Les 285 geénes significatifs en RNAseq (Log2FC>2 et padj<0.01) ont été
comparés 359 aux pics significatifs en ATACseq (padj<0.05) annotés au géne ayant le

TSS le plus proche.
Géne log2FoldChange RNAseq padj RNAseq Log2FoldChange ATACseq padjATACseq
SP9 4.93073586 5.93E-11 2.74037472 0.03587464
PAX9 2.39854929 8.22E-09 3.42667259 0.02100832
PARP8 5.17592124 1.34E-08 2.16295983 0.03557351
EMB 8.38520896 1.90E-06 3.40159632 0.04352787
DRD1 3.42449606  0.00035459 2.7035415 0.02016334
APBB1IP 2.60235882  0.00047851 2.97705712 0.04688938
GATA6 2.5823747  0.00079646 4.0152643 0.04940477
FGF12 3.18762447  0.00359546 3.7181421 0.04196407
KIAA1671 2.54056845  0.00403068 6.91262031 0.02728563
TRIM36 2.57511414 0.0056605 2.86346218 0.04940477
DYNC1I1 2.60108211 0.00585867 5.32955024 0.0463569

Alors, il est possible que les défauts dans I’expression génique des individus TRRAP
soient causés par une ouverture anormale de la chromatine au niveau du promoteur de ces genes
mal régulés. Pour les autres individus (SMARCC2 et CHD3), nous n’avons pas trouvé de

corrélation entre RNAseq et ATACseq.
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4. Discussion

Sachant que le développement neural est un concours de mécanismes extrémement
précis dépendant de changements d’expression génique subtils, de nombreuses mutations dans
des régulateurs de la chromatine ont été associées a des syndromes neurodéveloppementaux.
Nous avons caractérisé trois syndromes associés aux régulateurs de la chromatine 7RRAP,
SMARCC2, et CHD3. Pour chacun, nous avons démontré que dans des cellules provenant de
ces individus (fibroblastes ou LCLs), un profil de genes dérégulés émergeait et que ceux-ci sont
en grande partie impliqués dans le développement neural ou le fonctionnement neuronal. Bien
qu’elles soient des protéines exprimées ubiquitairement, il est probable que leur impact est
majoritairement sur le développement neural dii a sa nécessité d’un systéme fin et précis ou
chaque cellule est nécessaire pour le fonctionnement normal du cerveau. Dans d’autres
systetmes, il y a peut-étre une plus grande tolérance a ces défauts d’expression, et leur
fonctionnement ne nécessiterait pas la totalité des cellules fonctionnelles pour étre opérationnel.
Enfin, les genes affectés qui causent un phénotype cellulaire pourraient nécessiter la
combinaison avec des facteurs de transcription qui ne sont exprimés que lors du développement

neural.

4.1 Limitations techniques et améliorations

Un important défaut de nos études est la taille de 1’échantillon particulierement petit. En
effet, il est particuliérement difficile d’obtenir le consentement des parents des individus affectés
afin de procéder a une biopsie de la peau, relativement invasive, ou méme a obtenir du sang. De
ce fait, bien qu’on ait caractérisé entre 15 et 35 individus pour chaque syndrome, seuls deux a
trois ont accepté de donner des tissus. Alors, les résultats que nous obtenons sont extrémement
biaisés. En ayant séquencé le méme individu a deux moments différents, on a donc changé
plusieurs parameétres, soit le passage des cellules (différence de 3 passages), les contrdles
auxquels il était comparé (deux contréles versus quatre contrdles différents), le kit de
préparation de librairie (Illumina TruseqV2 vs NEBNext Ultra II directional), et la méthode de
séquengage (Illumina HiSeq4000 vs NovaSeq S2). Les deux derniers parametres devraient
affecter seulement un minimum le séquengage, et ne devraient compter que pour une infime

partie des différences. Cependant, en comparant des passages différents, et a des controles
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différents, on change complétement le cadre de 1’analyse statistique, et les résultats sont
extrémement différents. En comparant seulement le fibroblaste répété (TRRAP p.L805F) avec
les controles des expériences respectives, on obtient 343 et 270 DEGs, dont seulement 90 sont

communs.

Ces changements sont vérifiables en augmentant le nombre de contrdles pour obtenir
une vision plus proche de la moyenne de 1’expression génique dans des cellules controles, et en
¢tudiant les cellules a passages différents. En effet, ¢’est un exercice qui a été fait par qPCR sur
plusieurs genes (Figure 10 et résultats non-montrés), et qui démontre qu’il y a un biais quant
aux contrdles utilisés, ou les résultats ne sont pas tous reproductibles avec plus de controles, et
ou I’écart-type de la valeur d’un géne dans la méme lignée est relativement élevé. On a pu
observer que pour la premiere expérience de s€quengage ou seulement deux controles différents
¢taient utilisés, plus de 50% des geénes qui faisaient partie des geénes les plus significativement
dérégulés n’étaient plus significativement dérégulés en rajoutant des controles et des réplicatas
(six genes testés dans deux individus). Dans notre deuxiéme expérience de séquencage, passer
de deux contrdles a quatre a permis de réduire cette proportion a 20% (cinq genes testés sur

deux individus SMARCC?2).

Les données d’ATACseq n’ont été que peu conclusive, particulicrement a cause de la
variabilité inter-individuels. Il est important de noter que les fibroblastes provenant de biopsies
différentes ont des caractéristiques particuliéres, et expriment des marqueurs uniques®2. Ceci
suggererait un profil d’expression singulier a chaque sous-type de fibroblaste et donc une
ouverture de la chromatine différente. Or, les fibroblastes utilisés proviennent généralement de
deux tissus relativement différents (fibroblastes de la peau et fibroblastes du prépuce). En
refaisant 1’expérience avec plus de réplicats par individu, et des controles provenant du méme
tissu que les individus étudiés, on pourrait peut-€tre procéder a des comparaisons plus
représentatives du tissu source, et se rapprochant des vraies valeurs. Alors, on pourrait faire des
analyses plus poussées en s’intéressant a des régions spécifiques du génome. Par exemple, on
pourrait comparer les pics d’ouverture de la chromatine a des données de méthylation
H3K4mel/me3 qui caractérisent les séquences des promoteurs (haut taux de H3K4me3 / bas

taux de H3K4mel) et des enhancers (haut taux de H3K4mel / bas taux de H3K4me3)?.
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Aussi, il est compliqué de déterminer un profil d’expression qui serait affecté par toutes
les mutations de la méme fagon. Sachant que les protéines qu’on étudie sont présentes dans
plusieurs complexes de remodelage de la chromatine, et qu’ils interagissent avec une multitude
de protéines, il est possible que chaque mutation ait un impact différent. Alors, le seul moyen
de les étudier serait dans un contexte isogénique, soit de procéder a une ablation génétique du
gene, puis de réintroduire ses versions sauvages et mutantes. Cependant, il faut aussi faire
attention a ce que I’expression du géne soit & un niveau similaire a celui de la protéine endogene,
particulierement dans le cas de SMARCC?2 qui agit en compétition avec SMARCCI, et ou la
quantité relative de chacune des protéines est variable au cours du développement, démontrant
une nécessité de garder des niveaux d’expression distincts. Des expériences ont déja été réalisées
in vitro pour démontrer les différences d’activité hélicase de CHD3, ou différentes mutations
résultent en des taux d’activité spécifiques, et méme une activité plus grande ou amoindrie selon

la localisation de la mutation.

Enfin, la comparaison entre la méme mutation dans deux lignées cellulaires démontre
des effets dépendants du type cellulaire. Effectivement, des LCLs et des fibroblastes provenant
du méme individu ne montrent pas de DEGs en commun. De plus, on n’a pu démontrer un profil
spécifique au complexe BAF en comparant tous les sets de données sur le GEO omnibus ayant

rapport avec I’une de ses sous-unités'*

. Alors, il est difficile de confirmer les résultats qu’on a
obtenu. Ainsi, pour avoir des résultats significatifs par rapport aux syndromes étudiés, on a
décidé de dé-différencier les cellules provenant d’individus en cellules pluripotentes induites

(1PSCs) et de les différencier en CSNs afin d’étudier un modele plus approprié.

4.2 Contexte et signification

L’étude de lignées primaires ou transformées de patients porteurs de mutations dans des
régulateurs de la chromatine associées a des maladies neurodéveloppementales n’a jamais été
faite auparavant. Ainsi, il est difficile d’évaluer nos résultats. Il a ét¢ démontré récemment que
des profils de méthylation spécifiques étaient retrouvés dans I’ADN provenant du sang
d’individus affectés de TDISS, et que les régions différentiellement méthylées de ceux-ci étaient

associées notamment au développement embryonnaire, a la régulation des processus
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développementaux, et & la maturation synaptique*

. Comme pour nos études, bien qu’étant dans
des cellules non-spécifiques au cerveau et établies apres le développement embryonnaire, ces
geénes et leurs régions régulatrices sont particulierement enrichis dans les profils des individus
affectés comparés aux controles sains. Grace a un modele spécifique de méthylation, les auteurs
ont pu caractériser la pathogénicit¢ d’un variant précédemment identifi€é comme « non-
concluant » (Variant of Unknown Significance), en montrant que le profil de I’individu
concerné ¢était différentiellement méthylé comme ceux des autres individus affectés. En
séquencant ’ARN de plus de patients affectés, nous espérons pouvoir établir un modele

similaire et aider au diagnostic d’individus présentant des variants dont le potentiel

pathogénique est flou.

En général, nous nous sommes intéressés aux génes impliqués dans la neurogenese ou
la fonction neuronale. Bien que les phénotypes observés chez les porteurs de variants dans les
trois genes étudiés sont a la fois trés hétérogeénes dans une méme cohorte, mais ont plusieurs
¢léments en commun (DI, DD, TSA), il n’y a pas ou peu de genes communs qui sont retrouvés
significativement différentiellement régulés. Il semble qu’il s’agirait plutdt de groupes de génes
impliqués dans des voies de signalisation communes qui seraient affectés, notamment des génes
importants pour la formation du cytosquelette et 1’adhésion cellulaire. Certains génes des voies
développementales sont dérégulés, tels les BMPs GDF6 et GDFI0 dans les fibroblastes
SMARCC2, ou les facteurs de la voie Hedgehog NSGI et HHIP dans les fibroblastes TRRAP
(Annexe I). En revanche, aucune voie ne ressort significativement dérégulée dans un syndrome
particulier. Alors, il est probable qu’une déviation du modele normal du développement cortical
avec un changement d’expression incluant une multitude de geénes serait suffisante pour causer

un défaut pathogénique.

De fagon intéressante, un gene qui est hautement dérégulé dans les cellules d’individus
porteurs de mutations dans TRRAP et SMARCC?2 est H19. Ce long ARN non-codant a une
empreinte réciproque au gene /GF2, qui est dépendante de la méthylation de leurs loci respectifs
ainsi que de I’hypoacétylation de la région codant pour H79. H19 régule la croissance cellulaire
a travers des micro-ARNs : le 1°" exon de H/9 encode miR-675, et H19 séquestre la famille de
micro-ARNs let-72°2%7. Pourtant, /GF2, la cible de miR-675 IGFIR, et les cibles de Let-7

DICER et HMGA2 ne sont pas significativement différentiellement régulés dans les cellules
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d’individus porteurs des mutations dans SMARCC?2, et TRRAP. 1l est possible que d’autres cibles
de ces miRNAs ou de ’ARN lui-méme soient différentiellement régulées et se trouvent dans

nos listes de DEGs.

Bien que nous nous soyons concentrés sur un défaut principalement neuronal, nous nous
sommes rendu compte qu’une grande partie des DEGs trouvés dans les fibroblastes d’individus
TRRAP et SMARCC2 ¢étaient impliqués dans le fonctionnement astrocytaire ou
oligodendrocytaire (SCRGI, PCDH7, SBTBN2, ... voir Annexe). Il serait donc intéressant
d’étudier non-seulement un modele in vitro neuronal mais aussi des co-cultures avec des cellules
gliales et dans un contexte in vivo, les geénes et les types cellulaires impliqués dans les
pathogeneses. En effet, certaines maladies neurodéveloppementales impliquent des types
cellulaires différents, comme la maladie de Pelizacus-Merzbacher (OMIM : 312080) ou
I’hypomy¢élination par les oligodendrocytes cause un phénotype caractérisé par un retard du
développement, I’hypotonie, et un nystagmus (mouvements répétitifs involontaires des yeux)>®,
De méme, les variants de FMRI associés au syndrome de I’X fragile (OMIM : 300624) causent
une dérégulation du transport du glutamate entre neurones et astrocytes par une dérégulation de

’expression astrocytaire du récepteur au glutamate mGIuR5 et du transporteur EAAT-17°-2%1,

L’ ARN des fibroblastes d’individus porteurs de variants dans TRRAP a été préparé selon
une librairie différente des autres lignées étudiées. Cette librairie a permis non seulement le
séquencage de I’ARNm, mais aussi d’autres ARNs porteurs d’une queue poly-A. Ainsi, dans
les genes différentiellement régulés se trouvent 227 genes codants pour des protéines, mais aussi
des longs ARNs non-codants (LncRNA, 6 genes), des longs ARNs intergéniques non-codants
(LincRNA, 12 genes), des pseudogenes (20 genes), et enfin des ARNs anti-sens (15 génes).
Nous nous sommes seulement intéressés aux genes codants par manque de temps et
d’annotations sur les génes non-codants mais il est possible que leur dérégulation fasse partie
du méchanisme pathogénique de la maladie. En effet, plusieurs LncRNAs ont été impliqués

dans la progression de maladies neurodégénératives et dans le développement cortical?6226%,
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4.3 Pistes Thérapeutiques

En identifiant les cibles des sous-unités de complexes épigénétiques, nous espérons
trouver des génes sous-jacents aux phénotypes observés chez les individus affectés. Des variants
de MECP2 (Methyl CpG Binding Protein 2) sont la majeure cause du syndrome de Rett
(OMIM : 312750)*%*. Dans ce cas 13, la régulation transcriptionnelle par MECP2 et ses
partenaires d’interaction est entravée et I’expression de la sous-unité du récepteur du glutamate
GRIDI est sous-exprimée®®. Cette expression trop basse induit une malformation des synapses
activatrices glutamatergique et une baisse des courants synaptiques de neurones in vitro. Le
traitement avec 1’acide valproique, un activateur de la déméthylation de I’ADN et un inhibiteur
global de la déacétylation, permet de rétablir la fonction et la morphologie de neurones in vitro,
ainsi que de réduire les symptomes de TSA dans un modele murin et de rétablir un taux

d’expression génique normal pour une grande partie des génes affectés dans le cerveau?®*,

De méme, des essais cliniques sont en cours pour le traitement du syndrome de
Rubistein-Taybi, qui est caus¢ par des variants dans 1’histone acétyltransferase CREBBP, avec
des inhibiteurs d’acétylation (Essai RUBIVAL ClinicalTrials ID : NCT01619644). Aucuns
résultats n’ont été publiés pour I’instant, mais il est fort probable qu’un traitement serait efficace.
En effet, il a aussi été montré qu’une hypoacétylation globale du cortex préfrontal murin causée
par I’inactivation hétérozygote de SHANK3, un géne muté dans presque 2% des cas de TSA, est
rétablie lors du traitement avec I’inhibiteur d’histone déacétylases Romidepsin®®®. La
récupération de taux normaux d’acétylation est associée avec une diminution des symptomes
associés au TSA chez ces souris. Alors, si les variants dans TRRAP induisent des défauts
d’acétylation par TIP60, il serait intéressant de considérer 1’acide valproique comme piste de

traltement.

Ainsi, I'utilisation de petites molécules inhibitrices générales pourrait permettre de
rétablir des profils d’acétylation, de méthylation, ou de positionnement de nucléosomes
spécifiques chez les individus porteurs de mutations dans CHD3, TRRAP, et SMARCC2, et ce
particulierement dans le cas de mutations gain de fonction type hypermorphes ou néomorphes.
De plus, Chory et al. ont récemment montré qu’il était possible de développer des inhibiteurs de

267

fonctions spécifiques de complexes de remodelage de la chromatine”®’. Ainsi, les auteurs ont pu
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développer un inhibiteur spécifique de la répression génique dépendante du complexe BAF, qui
n’affecte pas les capacités d’activation de la transcription des complexes BAF canoniques.
Alors, le développement de ces molécules pourrait atténuer les symptomes causés par une sous-
unité spécifique de chacun des complexes étudiés sans empécher le reste du complexe de
fonctionner correctement. Caractériser le mécanisme particulier par lequel le variant entraine la
maladie (perte ou gain de fonction) permettrait donc un traitement plus spécifique et avec
potentiellement moins d’effets secondaires. Les molécules déja identifiées pour le complexe
BAF seraient des pistes thérapeutiques importantes pour tous les TDISS, dont celui causé par
des variants dans SMARCC?2. En identifiant le géne causateur de chaque syndrome, il devient
donc possible de tester un traitement particulier au type d’enzyme qui est affecté (HAT,
remodeleur de nucléosome). Ceci n’est possible qu’avec un diagnostic génétique car le
diagnostic spécifique de chacun des syndromes sur le phénotype seulement n’est pas possible a

cause de leur chevauchement.

Un traitement plus précis est aussi possible grace a de nouvelles technologies de pointe
dont la précision permet d’envisager leur utilisation in vivo. Des variants dans le gene FMRI
sont causateurs du syndrome du X fragile, I’une des causes les plus fréquentes de DI. 1l a été
démontré que ['utilisation de la Cas9 enzymatiquement inactive (dCas9) fusionnée a la
déméthylase Tetl permet de cibler spécifiquement un complexe déméthylase a un gene cible,
ici le géne FMRI, et de rétablir son expression®®’. En inhibant I’hyperméthylation des ilots CpG
en amont du géne FMR1, son expression est réactivée de fagon permanente dans les cellules, et
est maintenue quand les cellules sont greffées dans des cerveaux murins. Dans le cas d’une perte
de fonction hétérozygote, augmenter I’expression de I’allele sauvage pourrait rétablir un
fonctionnement normal de la protéine. Au-dela d’une thérapie génique visant a réparer les
variants pathogéniques dans les genes étudiés, il est donc aussi nécessaire de déterminer quelles
sont les cibles précises des complexes associés a TRRAP, CHD3, et SMARCC?2, et d’identifier
quels sont les génes responsables du phénotype observé. Avec ces informations, il serait possible
de développer des outils utilisant la dCas9 fusionnée a des modificateurs de la chromatine pour

rétablir des profils épigénétiques normaux dans le cerveau d’enfants atteints.
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4.4 Perspectives et expériences futures

Nos études ont permis de montrer qu’il y avait une différence dans les profils
d’expression génique entre les individus porteurs de variants dans les génes TRRAP, CHD3 et
SMARCC?2. Dans les trois cas, nous pourrions confirmer nos résultats en utilisant des techniques
d’inactivation génique (CRISPR-Cas9, Flox/Cre) ou de « knockdown » (siRNA/shRNA/ASO)
pour supprimer chacune des protéines et confirmer la dérégulation des genes ciblés dans les

mémes modeles cellulaires (Fibroblastes et LCLs) avec des contrdles isogéniques.

La fonction enzymatique de CHD3 étant connue, on a pu tester in vitro I’activité de la
protéine sauvage ainsi que de certaines des mutations les plus récurrentes a 1’aide de tests de

activité ATPase, et de I’activité de remodelage de nucléosomes'®’

. Ceci a permis de démontrer
que les variants testés dans CHD3, bien qu’ils causent un phénotype similaire, peuvent donner
lieu a des activités enzymatiques variables, c’est-a-dire un gain ou une perte de fonction.
Pourtant, un des variants testés ne montre pas de différence significative dans les deux essais.
Alors, sachant que la totalit¢ du complexe est nécessaire pour la fonction de CHD3, il serait
intéressant de tester la capacité des protéines mutantes a s’assembler correctement dans le
complexe NuRD par fixation du complexe suivi d’une analyse par spectrométrie de masse.
Aussi, les variants dans CHD3 pourraient affecter la localisation du complexe NuRD au niveau
de la chromatine. Sachant que le complexe NuRD integre prioritairement mais concurremment
différentes hélicases CHD au cours du développement neural, et que chaque complexe NuRD
(CHD3/4/5) est recruté a des niveaux distincts aux promoteurs de certains genes selon le stade
de différenciation des SCNs ou PNEs, il est possible que I’impact d’un variant ne soit détectable
qu’a un certain stade de différenciation'?®. 1l est donc important de tester plusieurs stades de
différenciation de neurones a la fois in vitro et in vivo. Sachant que le complexe NuRD est aussi
impliqué dans la déacétylation'*, il serait intéressant d’évaluer si les variants dans CHD3
affectent aussi 1’activité des HDAC 1/2 par ChIPseq des marques d’acétylation d’histones. En
effet, si ’activit¢ HDAC est dépendante de la formation compléte du complexe et que celle-ci
est contrainte par une protéine CHD3 mutante, alors I’acétylation par le complexe NuRD

pourrait &tre entravée.
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Dans le cas des deux autres protéines, il n’y a pas de fonction enzymatique connue que
’on pourrait tester facilement in vitro. Dans le cas de SMARCC?2, il serait possible d’évaluer sa
présence dans le complexe BAF en exprimant les versions sauvage et mutantes puis en évaluant
la composition du complexe en le fixant au formaldéhyde et en analysant son contenu par

spectrométrie de masse, comme 1’a été fait précédemment?*’

. Avec cette technique, on pourrait
caractériser la formation du complexe BAF au complet et déterminer s’il y a certaines sous-
unités singulierement affectées. La méme étude pourrait étre effectuée pour TRRAP afin
d’évaluer ses interactions avec le complexe TIP60, mais aussi avec d’autres facteurs de
transcription (cMYC, E2F). En effet, les variants dans TRRAP présentant un regroupement
significatif dans des regions distinctes ce qui suggere que des fonctions différentes de la protéine
sont affectées par chaque groupe de variants. Alors, il est probable que ces groupes affectent le

site de liaison de partenaires d’interaction spécifiques ; expliquant les phénotypes differents

observés chez ces individus.
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Annexe I : Géenes différentiellement régulés dans les
fibroblastes ou LCLs d’individus porteurs de variants dans

SMARCC2, TRRAP, et CHD3.



DEGs Fibros Symbol log2FoldChange padj p.l610P  p.N134D CTL-1 CTL-2 CTL-3 CTL-4
SMARCC2

ENSG00000002745 \WNT16 -3.30036192 0.00159541 46 45 722 64 326 681
ENSG00000002746 HECW1 -3.29197247 0.00016541 40 33 321 513 508 88
ENSG00000003249 DBNDD1 -2.66798575 0.00632532 30 53 215 348 419 73
ENSG00000021645 NRXN3 4.09275461 0.00253113 14 259 2 6 17 7
ENSG00000044524 EPHA3 3.38170818 0.00215804 206 65 2 15 9 26
ENSG00000049540 ELN 426166254  4.86E-09 98206 101102 1180 6950 7139 5512
ENSG00000060140 STYK1 -2.22239111 0.00940238 16 41 139 83 122 188
ENSG00000069122 GPR116 4.62448736 0.00022242 37 37 1 3 1 1
ENSG00000070669 ASNS 2.05314323 0.00059786 9155 4532 1406 1710 1457 2023
ENSG00000077092 RARB 4.18878288  4.79E-07 379 314 10 10 9 47
ENSG00000077943 [TGAS 2.77747067  0.0007461 1024 3491 495 362 150 310
ENSG00000078081 LAMP3 3.92056377 0.00018085 48 58 2 2 2 8
ENSG00000088756 ARHGAP28 4.26589213 0.00028765 790 220 2 57 36 10
ENSG00000099864 PALM 3.43653078  7.76E-05 2104 646 88 260 101 59
ENSG00000101188 NTSR1 -6.86416353 0.00250752 3 4 308 75 1214 34
ENSG00000101670 LIPG 3.50396185 0.00016289 118 211 29 18 6 5
ENSG00000103449 SALL1 -2.09942114 0.00245475 87 125 237 552 515 513
ENSG00000105664 COMP 3.5742729 0.00681206 19337 2312 883 676 1967 109
ENSG00000106031 HOXA13 -4.3471595 0.00152098 2 15 83 323 271 15
ENSG00000107623 GDF10 4.78135512 0.00183208 161 4 2 3 6 1
ENSG00000108602 ALDH3A1 -4.56332608  0.0022302 1 6 136 5 118 72
ENSG00000110203 FOLR3 -3.91832415 0.00183208 12 55 1130 45 503 348
ENSG00000111341 MGP 4.79344338  2.72E-05 522 1336 51 8 72 3
ENSG00000111907 TPD52L1 2.95989316  1.00E-07 1184 1512 198 108 246 141
ENSG00000112559 M DF| 4.12337981 0.00115412 107 15 4 6 3 1
ENSG00000114200 BCHE 3.45317124 0.00163013 49 66 4 12 4 1
ENSG00000114270 COL7A1 -2.01919461 0.00317099 1461 1236 4445 9110 3813 4497




ENSG00000114315 HES1 2.42146374 0.00104444 454 746 145 57 82 164
ENSG00000115380 EFEMP1 4.3477743 2.38E-09 88459 34036 1329 5257 1718 3728
ENSG00000115602 IL1RL1 3.11839394 0.00065623 99 66 10 4 6 18
ENSG00000115604 IL18R1 6.23405279 1.55E-15 271 143 3 1 5 2
ENSG00000116183 PAPPA2 3.37496485 0.00031247 1018 201 39 26 102 68
ENSG00000117069 ST6GALNACS -3.05256591 0.00012899 113 143 735 666 2233 614
ENSG00000120875 DUSP4 -3.50103623 0.00016289 90 157 1830 2738 523 502
ENSG00000123892 RAB38 -3.39940305 0.0074207 11 18 13 269 185 145
ENSG00000126218 F10 -2.16053474 0.00016289 282 386 2125 1191 1357 1300
ENSG00000128655 PDE11A -3.33627995 0.00628205 10 15 155 13 171 166
ENSG00000130487 KLHDC7B 4.06300748 0.00066953 97 20 2 3 7
ENSG00000130595 TNNT3 4.64385091 0.00327043 32 18 1 1 1
ENSG00000130600 H19 7.44905184 7.18E-43 3329 2350 11 14 30 10
ENSG00000136928 GABBR2 -3.29594004 0.00754882 184 267 1808 311 5774 966
ENSG00000137203 TFAP2A -3.63055504 0.00184572 25 84 655 1558 98 389
ENSG00000137975 CLCA2 -3.69812152 0.00388446 5 19 330 18 116 159
ENSG00000138207 RBP4 3.29123016 0.00118098 65 28 5 5 4 5
ENSG00000138378 STAT4 2.18249009 0.00990217 791 564 168 51 186 192
ENSG00000138678 AGPAT9 -2.70257015 0.00754882 12 40 67 118 235 257
ENSG00000138792 ENPEP 2.55829424 0.00317099 108 160 11 39 27 14
ENSG00000139269 [INHBE 3.68588941 0.00483663 123 25 4 14 4 1
ENSG00000139289 PHLDA1 -2.19097791 0.00103169 1942 2865 6736 15015 14208 7940
ENSG00000139629 GALNT6 -2.37092358 0.00074044 873 392 1783 3103 4182 4019
ENSG00000139970 RTN1 3.74284077 0.00049122 30 298 11 20 9 9
ENSG00000141576 RNF157 -3.18475778  0.0003665 14 29 91 223 360 108
ENSG00000142910 TINAGL1 3.6264122 0.00204375 634 3497 84 127 419 39
ENSG00000144152 FBLN7 -2.24297753  0.0022302 204 211 461 1565 1019 884
ENSG00000145936 KCNMB1 5.10153241 0.00089237 6 97 1 2 1 2
ENSG00000147509 RGS20 -2.27403186  0.0082856 45 102 153 493 429 347

i



ENSG00000148677 ANKRD1 3.87191635 0.00010879 1581 11032 388 164 295 876
ENSG00000149968 MMP3 -2.55929666 0.00127289 942 509 5274 1532 4128 6171
ENSG00000152580 IGSF10 3.33552198 2.99E-05 541 312 31 40 82 16
ENSG00000154556 SORBS2 3.503486 0.00088005 799 664 73 30 10 145
ENSG00000156218 ADAMTSL3 4.14683953 4.29E-05 66 58 1 6 6 1
ENSG00000156466 GDF6 4.0314539  0.0003906 2792 871 9 185 67 187
ENSG00000156475 PPP2R2B -4.27696507 0.00068063 6 16 582 30 118 123
ENSG00000162552 WNT4 4.19703444 0.00115505 300 76 28 1 10 2
ENSG00000162692 VCAM1 3.98088999 9.35E-07 70 80 6 5 6 2
ENSG00000162981 FAMBS84A -4.60287862  0.0003516 7 8 246 277 199 7
ENSG00000164106 SCRG1 5.43740346 9.30E-13 268 187 12 1 4 4
ENSG00000164684 ZNF704 4.05726655 2.80E-11 292 299 11 30 19 11
ENSG00000164764 SBSPON 5.50461587 1.52E-05 15 212 4 4 1 1
ENSG00000165061 ZMAT4 4.9514538 2.03E-07 215 48 1 4 5 7
ENSG00000165105 RASEF -3.37696765 2.93E-05 5 13 70 99 131 74
ENSG00000165617 DACT1 3.88532365 5.54E-12 6917 2644 305 249 295 445
ENSG00000166473 PKD1L2 -3.46446472 0.00049122 5 8 38 100 108 41
ENSG00000167941 SOST 5.87035674 0.00028536 6 111 1 1 1 1
ENSG00000168209 DDIT4 2.48556311 0.00118098 6789 1693 705 603 949 772
ENSG00000170571 EMB -3.61579502 0.00787264 6 48 375 493 430 26
ENSG00000170893 TRH 4.68182035 0.00023948 53 24 2 1 1 2
ENSG00000172201 D4 3.25082245 0.00041126 2421 1320 50 108 310 318
ENSG00000177133 LINCO0982 3.75488562 0.00089947 31 50 4 5 1 2
ENSG00000177990 DPY19L2 -2.33847772 0.00835597 21 57 128 335 171 155
ENSG00000178184 PARD6G -2.10132045 3.21E-05 153 170 614 833 587 738
ENSG00000178662 CSRNP3 -3.02384485 0.00118098 6 9 70 54 87 33
ENSG00000178919 FOXE1 5.91886033 9.34E-11 89 637 3 12 6 3
ENSG00000179772 FOXS1 4.63226406 0.00068063 36 26 1 1 1 2
ENSG00000180332 KCTD4 -3.85085201 0.00262301 3 18 62 29 202 313

il



ENSG00000182389 CACNB4 3.52222621 1.88E-07 270 270 42 11 18 23
ENSG00000183770 FOXL2 -2.52842087 0.00618732 70 149 592 284 1233 418
ENSG00000184005 ST6GALNAC3 3.50733999 0.00552186 65 134 2 19 13 1
ENSG00000185338 SOCS1 -2.56432084 0.00586859 37 51 167 442 336 96
ENSG00000186352 ANKRD37 2.35269762 0.00010891 287 566 67 93 93 81
ENSG00000189056 RELN 3.71665191 0.00033884 846 541 16 141 19 35
ENSG00000196436 NPIPB15 -4.37068496 1.93E-07 3 5 75 87 74 95
ENSG00000196562 SULF2 2.3732263 0.00734394 6081 1820 816 334 990 910
ENSG00000198597 ZNF536 -2.5986353 0.00521502 87 158 760 537 1414 257
ENSG00000204176 SYT15 3.536052 0.00032627 357 339 4 64 30 22
ENSG00000213025 COX20P1 4.75001715 0.00213289 5 143 3 6 1 1
ENSG00000231924 PSG1 -3.77555308 0.00028765 22 55 188 140 709 1072
ENSG00000236453 AC003092.1 -2.69487836 0.00740532 11 9 111 41 69 38
ENSG00000254353 RP11- -3.2684865 0.00157488 4 7 31 56 86 39
195E2.4
ENSG00000257453 RP11- -2.41740703 0.00964018 8 11 39 69 52 43
290L1.3
ENSG00000261786 RP4- -2.24265603 0.00658898 446 781 1798 2781 5290 1745
555D20.2
ENSG00000268894 PLCE1-AS1 3.86673204 0.00022678 73 299 7 6 7 31

v



DEGs Fibros  Symbol log2FoldCha  padj p.W186 p.W186 p.L805F p.L8O5F CTL-1  CTL-1  CTL-2  CTL-2
TRRAP nge 6C 6C

ENSG000001 FAM21B 5.56390033 1.16E-45 205.060 199.404 203.646 161.220 2.12132 7.77817 2.82842 3.53553
52726 967 112 753 346 034 459 713 391
ENSG000001 KCNJ8 3.95235454  1.43E-40 435.577 434.163 565.685 502.045 16.9705 43.1335 27.5771 37.4766
21361 777 564 425 815 628 137 645 594
ENSG000001 NFIA 2.28818792 3.81E-29 305.470 285.671 411.536 371.938 74.2462 67.8822 77.0746 62.2253
62599 13 14 147 167 12 51 392 967
ENSG000001 QPCT 2.24871311 1.39E-26 1067.73 1036.61 772.160 695.793 172.534 210.717 192.333 176.069
15828 124 854 605 073 055 821 045 589
ENSG000001 ADRA2A 2.70573871 1.52E-25 831.557 789.131 1279.86 1149.75 132.936 204.353 136.471 147.078
50594 575 168 327 563 075 86 609 211
ENSG000001 ARRB1 2.26151662 9.78E-25 319.612 295.570 251.730 207.889 60.1040 56.5685 58.6898 48.7903
37486 265 635 014 394 764 425 628 679
ENSG000001 TXLNG2P -6.59120785  1.02E-22 1.41421 1.41421 1.41421 4.24264 176.776 236.880 180.312 224.152
31002 356 356 356 069 695 772 229 85
ENSG000001 CLEC14A 3.38285699  2.14E-21 183.847 173.948 203.646 190.918 10.6066 22.6274 10.6066 28.2842
76435 763 268 753 831 017 17 017 713
ENSG000002 RP11- 2.07800254  2.14E-20 110.308 110.308 110.308 125.865 24.0416 28.2842 27.5771 28.2842
05664 706015.1 658 658 658 007 306 713 645 713
ENSG000000 DSP 2.72168931 4.61E-16 15562.0 18632.2 8297.19 8700.24 1584.62 2308.70 1781.20 2085.96
96696 06 637 097 184 63 364 198 501
ENSG000002 RP11- 3.59515798  4.62E-16 59.3969 91.9238 127.279 123.036 7.07106 9.89949 4.24264 12.0208
55644 59N23.1 696 816 221 58 781 494 069 153
ENSG000001 EPHX2 2.61759349 6.83E-16 87.6812 100.409 131.521 123.036 24.0416 16.2634 20.5060 11.3137
20915 409 163 861 58 306 56 967 085
ENSG000001 ADRBK2 245251219  1.77E-14 79.1959 79.1959 66.4680 69.2964 13.4350 9.89949 19.0918 11.3137
00077 595 595 374 646 288 494 831 085
ENSG000001 PCDH7 3.08746279 5.41E-14 394.565 371.938 197.989 189.504 19.0918 44.5477 29.6984 42.4264
69851 584 167 899 617 831 272 848 069
ENSG000000 ABCC9 422214792 6.10E-14 961.665 1023.89 1859.69 1723.92 26.1629 129.400 33.9411 108.894
69431 222 062 084 633 509 541 255 444




ENSG000002 RP11- 4.1351587  7.57E-13 41.0121 28.2842 57.9827 46.6690 1.41421 3.53553 1.41421 3.53553
57022 729110.2 933 713 561 476 356 391 356 391
ENSG000001 BST1 2.04036859  8.08E-13 899.439 872.569 1139.85 1137.02 291.327 193.040 330.925 168.998
09743 826 768 613 77 994 151 974 521
ENSG000002 GTF2H2B 3.51096145 2.20E-12 26.8700 43.8406 43.8406 46.6690 4.24264 3.53553 4.24264 2.12132
26259 577 204 204 476 069 391 069 034
ENSG000001 STAC 2.35888594  4.35E-12 360.624 370.523 608.111 478.004 110.308 60.1040 120.208 63.6396
44681 458 953 832 184 658 764 153 103
ENSG000001 ROBO2 -5.26223277 6.33E-12 7.07106 11.3137 15.5563 12.7279 113.844 823.779 115.258 738.219
85008 781 085 492 221 192 4 405 48
ENSG000000 CHRD 3.14345256  2.19E-11 101.823 96.1665 76.3675 69.2964 3.53553 16.9705 6.36396 12.0208
90539 377 222 324 646 391 628 103 153
ENSG000002 RP3- 2.71706595  3.83E-11 103.237 103.237 80.6101 52.3259 17.6776 15.5563 11.3137 7.07106
61189 512B11.3 59 59 731 018 695 492 085 781
ENSG000001 RAP1GAP2 2.99999974 5.00E-11 36.7695 32.5269 39.5979 38.1837 7.07106 4.94974 3.53553 2.82842
32359 526 119 798 662 781 747 391 713
ENSG000002 SP9 493073586  5.93E-11 533.158 602.454 96.1665 62.2253 7.07106 13.4350 12.0208 9.89949
17236 513 978 222 967 781 288 153 494
ENSG000001 HHIP 2.1324503 6.05E-11 48.0832 66.4680 52.3259 74.9533 15.5563 13.4350 13.4350 12.7279
64161 611 374 018 188 492 288 288 221
ENSG000002 RP11- 2.98935251 9.70E-11 55.1543 38.1837 66.4680 31.1126 6.36396 4.94974 7.77817 4.94974
30623 469A15.2 289 662 374 984 103 747 459 747
ENSG000002 SLCSA7P1 2.10218042 2.02E-10 89.0954 94.7523 69.2964 77.7817 11.3137 26.1629 21.2132 18.3847
27825 544 087 646 459 085 509 034 763
ENSG000002 RP11- 453915701 3.19E-10 36.7695 48.0832 18.3847 28.2842 1.41421 1.41421 1.41421 1.41421
34449 706015.3 526 611 763 713 356 356 356 356
ENSG000001 GUCY1A2 2.23653665 3.28E-10 159.806 111.722 165.462 142.835 31.8198 21.9203 48.7903 20.5060
52402 133 871 987 57 052 102 679 967
ENSG000001 HRCT1 2.09953569 5.77E-10 72.1248 65.0538 62.2253 55.1543 9.89949 21.2132 15.5563 12.7279
96196 917 239 967 289 494 034 492 221
ENSG000001 LRRN1 5.36256718  8.95E-10 138.592 213.546 29.6984 25.4558 1.41421 2.82842 4.24264 1.41421
75928 929 248 848 441 356 713 069 356

i



ENSG000001 PTGFRN 2.86391972  1.04E-09 1562.70 1455.22 3054.70 2534.27 391.030 178.190 464.569 148.492
34247 599 576 13 07 05 909 155 424
ENSG000001 GNGT1 2.5161635 1.26E-09 164.048 192.333 91.9238 101.823 20.5060 30.4055 13.4350 31.8198
27928 773 045 816 377 967 916 288 052
ENSG000001 PAX9 2.39854929  8.22E-09 39.5979 57.9827 35.3553 31.1126 09.19238 7.07106 7.77817 7.07106
98807 798 561 391 984 816 781 459 781
ENSG000001 KCNS1 2.19264511  8.73E-09 141.421 145.663 66.4680 76.3675 20.5060 26.8700 26.1629 20.5060
24134 356 997 374 324 967 577 509 967
ENSG000002 AC018470. 476249879  1.11E-08 287.085 308.298 53.7401 22.6274 7.07106 8.48528 3.53553 5.65685
68241 1 353 557 154 17 781 137 391 425
ENSG000001 PARP8 5.17592124  1.34E-08 466.690 449.719 57.9827 48.0832 12.7279 2.82842 10.6066 2.12132
51883 476 913 561 611 221 713 017 034
ENSG000002 SLC12A8 2.23731597  1.79E-08 295.570 321.026 229.102 207.889 72.1248 34.6482 84.1457 32.5269
21955 635 479 597 394 917 323 07 119
ENSG000001 CORO2A 2.24051698  1.94E-08 113.137 142.835 65.0538 56.5685 19.7989 19.7989 19.0918 21.2132
06789 085 57 239 425 899 899 831 034
ENSG000001 SLC12A7 2.15560544  2.03E-08 379.009 408.707 182.433 164.048 62.9325 74.2462 59.3969 57.9827
13504 235 72 55 773 035 12 696 561
ENSG000002 KRBOX1 2.4027591 2.03E-08 49.4974 41.0121 48.0832 82.0243 13.4350 7.77817 13.4350 7.07106
40747 747 933 611 866 288 459 288 781
ENSG000001 ADAP1 2.2052581  2.29E-08 124.450 134.350 84.8528 50.9116 20.5060 26.1629 19.0918 19.7989
05963 794 288 137 883 967 509 831 899
ENSG000001 AKAP5 2.39231736  2.31E-08 59.3969 67.8822 65.0538 45.2548 14.8492 5.65685 16.9705 7.77817
79841 696 51 239 34 424 425 628 459
ENSG000001 BA4GALNT4 2.83310258  2.57E-08 100.409 103.237 222.031 173.948 12.0208 25.4558 10.6066 36.0624
82272 163 59 529 268 153 441 017 458
ENSG000001 BMP4 2.21900975 4.40E-08 56.5685 48.0832 50.9116 45.2548 13.4350 6.36396 16.2634 7.07106
25378 425 611 883 34 288 103 56 781
ENSG000001 IL17RE 2.27008924  4.44E-08 263.043 336.582 147.078 123.036 53.0330 38.8908 55.1543 33.2340
63701 723 828 211 58 086 73 289 187
ENSG000001 TFPI2 2.09406577 6.41E-08 4876.20 5594.62 2151.01 2322.13 717.713 1011.86 785.595 984.999
05825 836 885 883 867 383 98 634 746

il



ENSG000001 ITIH5 -4.13876045  1.13E-07 2.82842 1.41421 19.7989 12.7279 236.880 79.9030 256.679 74.2462
23243 713 356 899 221 772 663 762 12
ENSG000001 KRTS8 2.55323495 1.37E-07 271.529 302.641 934.795 844.285 86.2670 123.036 80.6101 111.015
70421 004 702 165 497 273 58 731 765
ENSG000001 PNMAL1 2.58204501 1.80E-07 94.7523 100.409 250.315 253.144 18.3847 39.5979 21.2132 37.4766
82013 087 163 801 228 763 798 034 594
ENSG000002 H3F3AP4 2.18442467  2.36E-07 168.291 190.918 263.043 261.629 63.6396 24.7487 74.2462 31.8198
35655 414 831 723 509 103 373 12 052
ENSG000002 LINC00862 2.02783422  2.63E-07 62.2253 57.9827 52.3259 49.4974 16.9705 10.6066 19.7989 7.07106
03721 967 561 018 747 628 017 899 781
ENSG000001 P2RY6 3.45066047 2.80E-07 38.1837 43.8406 15.5563 18.3847 4.24264 2.12132 1.41421 2.82842
71631 662 204 492 763 069 034 356 713
ENSG000001 MGP 3.1884446  2.88E-07 43.8406 57.9827 90.5096 84.8528 7.07106 4.24264 16.9705 2.12132
11341 204 561 68 137 781 069 628 034
ENSG000001 LRRIQ3 2.83007457  3.30E-07 18.3847 22.6274 25.4558 24.0416 1.41421 4.24264 3.53553 3.53553
62620 763 17 441 306 356 069 391 391
ENSG000000 NEO1 2.74127473  3.31E-07 7659.38 8582.86 2684.17 257245 488.610 1158.24 523.259 1045.10
67141 065 211 734 447 786 091 018 382
ENSG000001 BA4GALT6 2.59484402  3.81E-07 295.570 295.570 115.965 121.622 45.9619 21.9203 49.4974 19.7989
18276 635 635 512 366 408 102 747 899
ENSG000002 ACO008268. 3.06228367 4.18E-07 39.5979 22.6274 21.2132 16.9705 3.53553 2.12132 4.24264 2.12132
37510 2 798 17 034 628 391 034 069 034
ENSG000001 C120rf60 2.00000001 4.68E-07 49.4974 35.3553 76.3675 56.5685 16.9705 9.19238 14.8492 13.4350
82993 747 391 324 425 628 816 424 288
ENSG000002 LINCO0O664 -2.0246616  4.80E-07 11.3137 8.48528 9.89949 11.3137 43.8406 47.3761 35.3553 40.3050
68658 085 137 494 085 204 543 391 865
ENSG000001 PI16 3.92439372 4.86E-07 111.722 104.651 1138.44 931.966 42.4264 33.2340 42.4264 32.5269
64530 871 804 192 738 069 187 069 119
ENSG000000 MAP3K9 3.56187788  5.50E-07 67.8822 69.2964 22.6274 15.5563 2.82842 5.65685 2.12132 4.24264
06432 51 646 17 492 713 425 034 069
ENSG000001 PLA2G16 2.53098493 1.20E-06 295.570 347.896 173.948 147.078 20.5060 58.6898 21.9203 65.7609
76485 635 536 268 211 967 628 102 307

v



ENSG000001 VAX2 2.20328357 1.48E-06 76.3675 80.6101 43.8406 46.6690 13.4350 17.6776 16.9705 5.65685
16035 324 731 204 476 288 695 628 425
ENSG000001 EMB 8.38520896  1.90E-06 2026.56 1981.31 7.07106 4.24264 2.12132 2.12132 4.94974 2.82842
70571 804 32 781 069 034 034 747 713
ENSG000001 GPAT2 3.08048974  2.22E-06 366.281 432.749 145.663 149.906 57.9827 12.0208 45.9619 13.4350
86281 313 35 997 638 561 153 408 288
ENSG000001 SPTBN2 4.27462045 2.37E-06 183.847 202.232 25.4558 12.7279 3.53553 3.53553 7.07106 7.77817
73898 763 539 441 221 391 391 781 459
ENSG000001 GOS2 3.82516477  2.54E-06 76.3675 121.622 14.1421 18.3847 3.53553 4.24264 2.82842 5.65685
23689 324 366 356 763 391 069 713 425
ENSG000001 CYP11A1l 3.19877912  2.57E-06 16.9705 15.5563 67.8822 42.4264 3.53553 4.24264 4.24264 3.53553
40459 628 492 51 069 391 069 069 391
ENSG000001 GBP2 2.26716605  2.65E-06 605.283 540.229 1077.63 1139.85 90.5096 272.943 101.116 234.052
62645 405 581 074 613 68 218 27 345
ENSG000002 RP11- 5.02236336  3.26E-06 91.9238 77.7817 5.65685 8.48528 1.41421 1.41421 1.41421 1.41421
72763 357H14.17 816 459 425 137 356 356 356 356
ENSG000001 FAM198B 2.69603697 3.61E-06 3184.80 3098.54 704.278 646.295 274.357 308.298 291.327 304.055
64125 894 192 354 598 431 557 994 916
ENSG000000 EBF4 2.19703675 3.63E-06 42.4264 29.6984 32.5269 28.2842 5.65685 4.94974 12.7279 5.65685
88881 069 848 119 713 425 747 221 425
ENSG000002 RP11- 3.23703824 4.07E-06 36.7695 26.8700 21.2132 8.48528 2.12132 2.12132 3.53553 2.12132
30438 420G6.4 526 577 034 137 034 034 391 034
ENSG000001 DYSF 4.32438385 4.24E-06 1111.57 1255.82 63.6396 62.2253 31.1126 21.9203 45.9619 25.4558
35636 186 164 103 967 984 102 408 441
ENSG000001 KRT18 2.78783932 4.78E-06 510.531 554.371 1848.37 1603.71 79.1959 265.872 88.3883 220.617
11057 096 717 713 818 595 15 477 316
ENSG000001 ALDH5A1 2.30281931 4.80E-06 183.847 193.747 79.1959 73.5391 17.6776 37.4766 16.9705 35.3553
12294 763 258 595 052 695 594 628 391
ENSG000001 APOD -2.69116085 5.11E-06 4.24264 7.07106 1.41421 4.24264 29.6984 27.5771 31.1126 21.2132
89058 069 781 356 069 848 645 984 034
ENSG000001 SRGAP3 2.13565507 5.84E-06 66.4680 42.4264 70.7106 41.0121 12.0208 9.19238 21.9203 7.07106
96220 374 069 781 933 153 816 102 781




ENSG000002 PCDHA7 2.79908682  8.19E-06 43.8406 45.2548 15.5563 18.3847 2.82842 7.07106 3.53553 4.24264
04963 204 34 492 763 713 781 391 069
ENSG000001 SLC2A12 2.10764078 9.13E-06 158.391 152.735 69.2964 52.3259 18.3847 26.1629 22.6274 33.2340
46411 919 065 646 018 763 509 17 187
ENSG000002 AC107016. 2.44513944  9.26E-06 39.5979 59.3969 104.651 115.965 09.19238 16.2634 7.77817 25.4558
25410 1 798 696 804 512 816 56 459 441
ENSG000001 C3orf80 2.74322411 9.36E-06 12.7279 22.6274 43.8406 29.6984 4.94974 5.65685 3.53553 2.12132
80044 221 17 204 848 747 425 391 034
ENSG000001 NSG1 3.25633931 1.67E-05 312.541 366.281 84.8528 87.6812 38.8908 8.48528 34.6482 7.07106
68824 197 313 137 409 73 137 323 781
ENSG000002 RP11- 5.34576883  2.13E-05 166.877 169.705 7.07106 1.41421 1.41421 1.41421 2.12132 3.53553
24114 343H5.4 2 628 781 356 356 356 034 391
ENSG000001 ESYT3 2.30932797 2.17E-05 101.823 76.3675 31.1126 32.5269 8.48528 16.9705 10.6066 12.7279
58220 377 324 984 119 137 628 017 221
ENSG000001 CDA 2.58644611  2.74E-05 520.430 620.839 125.865 108.894 65.0538 62.9325 50.9116 50.2045
58825 591 754 007 444 239 035 883 815
ENSG000002 RP11- 2.38102546  2.89E-05 603.869 579.827 142.835 135.764 69.2964 73.5391 70.0035 67.8822
48429 597D13.9 191 561 57 502 646 052 713 51
ENSG000001 PYGL 2.03053113  3.22E-05 4442.04 4347.29 1511.79 1315.21 552.957 873.276 591.848 825.193
00504 48 249 43 861 503 875 376 614
ENSG000002 FAHD2CP 2.24152658  3.41E-05 91.9238 144.249 70.7106 50.9116 27.5771 8.48528 27.5771 12.0208
31584 816 783 781 883 645 137 645 153
ENSG000001 DNAH10 2.96729591 3.48E-05 159.806 128.693 1110.15 1006.92 74.2462 79.9030 86.2670 67.1751
97653 133 434 765 006 12 663 273 442
ENSG000001 CCDC68 -3.90688597 3.53E-05 7.07106 4.24264 1.41421 8.48528 29.6984 152.735 11.3137 124.450
66510 781 069 356 137 848 065 085 794
ENSG000001 HOXC10 7.35586129  3.58E-05 3412.49 3859.38 15.5563 9.89949 19.7989 2.82842 18.3847 3.53553
80818 733 881 492 494 899 713 763 391
ENSG000001 NUP210 3.9205636 4.38E-05 135.764 138.592 14.1421 11.3137 8.48528 2.82842 2.12132 6.36396
32182 502 929 356 085 137 713 034 103
ENSG000000 CYP24A1 7.00373657 5.82E-05 2.82842 1.41421 616.597 468.104 2.12132 2.12132 2.12132 2.12132
19186 713 356 113 689 034 034 034 034

vi



ENSG000001 LPPR4 2.73335435  5.88E-05 461.033 509.116 76.3675 82.0243 44.5477 43.1335 46.6690 35.3553
17600 621 883 324 866 272 137 476 391
ENSG000002 RP11- 2.30812199  6.25E-05 14.1421 12.7279 24.0416 22.6274 4.24264 3.53553 2.82842 4.24264
50159 381K20.2 356 221 306 17 069 391 713 069
ENSG000002 CTD- 2.19347976  6.42E-05 60.8111 26.8700 142.835 118.793 21.2132 19.7989 16.9705 18.3847
67650 2553C6.1 832 577 57 939 034 899 628 763
ENSG000001 ZNF257 3.64385421 6.46E-05 7.07106 8.48528 43.8406 46.6690 2.12132 1.41421 3.53553 1.41421
97134 781 137 204 476 034 356 391 356
ENSG000001 RASGRP1 2.75429995  6.48E-05 41.0121 28.2842 179.605 185.261 16.9705 20.5060 16.2634 10.6066
72575 933 713 122 977 628 967 56 017
ENSG000001 HOXC11 7.15985471 6.67E-05 654.780 756.604 2.82842 1.41421 2.12132 1.41421 4.24264 2.12132
23388 879 256 713 356 034 356 069 034
ENSG000002 KRBOX1- 2.38827033 6.76E-05 16.9705 19.7989 31.1126 57.9827 7.77817 3.53553 6.36396 6.36396
06552 AS1 628 899 984 561 459 391 103 103
ENSG000001 GALNT18 2.23379707  7.37E-05 22.6274 29.6984 66.4680 60.8111 7.07106 15.5563 5.65685 9.89949
10328 17 848 374 832 781 492 425 494
ENSG000001 NR3C2 2.8160368  7.41E-05 154.149 145.663 26.8700 26.8700 12.0208 11.3137 17.6776 9.19238
51623 278 997 577 577 153 085 695 816
ENSG000001 OCIAD2 2.0108886  8.13E-05 578.413 586.898 179.605 159.806 93.3380 81.3172 103.944 94.7523
45247 347 628 122 133 951 798 697 087
ENSG000002 POLRMTP1 2.04064187 8.15E-05 18.3847 31.1126 24.0416 28.2842 5.65685 10.6066 3.53553 4.94974
66066 763 984 306 713 425 017 391 747
ENSG000002 HOTAIR 7.15175996  8.50E-05 528.915 473.761 1.41421 1.41421 1.41421 1.41421 2.82842 1.41421
28630 872 543 356 356 356 356 713 356
ENSG000001 BANK1 2.72513976  8.66E-05 89.0954 98.9949 25.4558 15.5563 9.89949 8.48528 10.6066 5.65685
53064 544 494 441 492 494 137 017 425
ENSG000002 AC018804. 3.20789203  8.83E-05 145.663 145.663 18.3847 16.9705 5.65685 9.19238 9.89949 10.6066
13225 7 997 997 763 628 425 816 494 017
ENSGO000000 NRXN3 41292799 9.51E-05 72.1248 63.6396 2.82842 9.89949 3.53553 2.12132 1.41421 1.41421
21645 917 103 713 494 391 034 356 356
ENSG000001 SOX6 3.11839386 0.000106 84.8528 110.308 15.5563 22.6274 12.7279 2.82842 7.07106 4.24264
10693 1 137 658 492 17 221 713 781 069

vil



ENSG000000 COLS5A3 2.20571293 0.000108 661.851 537.401 2709.63 2252.84 255.265 405.172 325.976 349.310
80573 12 947 154 319 221 548 186 226 75
ENSG000001 SCRG1 2.20645071 0.000110 12.7279 25.4558 46.6690 42.4264 7.77817 9.19238 4.94974 5.65685
64106 42 221 441 476 069 459 816 747 425
ENSG000002 RP1- 2.15457701 0.000110 31.1126 48.0832 104.651 80.6101 19.0918 9.19238 22.6274 8.48528
60604 140K8.5 58 984 611 804 731 831 816 17 137
ENSG000001 ST6GALNA 3.18057124 0.000113 24.0416 11.3137 76.3675 80.6101 9.19238 3.53553 7.07106 1.41421
84005 Cc3 16 306 085 324 731 816 391 781 356
ENSG000001 ZCCHC5 2.94110551 0.000113 11.3137 11.3137 56.5685 56.5685 5.65685 3.53553 3.53553 4.94974
79300 54 085 085 425 425 425 391 391 747
ENSG000002 RP4- 2.13245009 0.000122 12.7279 28.2842 16.9705 22.6274 5.65685 5.65685 3.53553 3.53553
28035 663N10.1 58 221 713 628 17 425 425 391 391
ENSG000000 PITX1 3.43841295 0.000122 299.813 294.156 38.1837 42.4264 19.7989 3.53553 30.4055 8.48528
69011 96 275 421 662 069 899 391 916 137
ENSG000001 SCUBE3 2.54980651 0.000140 10581.1 10818.7 2037.88 2245.77 1428.35 743.876 161291 601.040
46197 6 459 338 174 114 57 334 057 764
ENSG000001 APOE 2.70171449 0.000149 188.090 148.492 35.3553 28.2842 11.3137 24.0416 10.6066 15.5563
30203 52 404 424 391 713 085 306 017 492
ENSG000001 WNT7B 5.82577679 0.000152 4.24264 7.07106 479.418 511.945 4.24264 2.82842 7.77817 2.82842
88064 28 069 781 398 31 069 713 459 713
ENSG000002 HLA-F 2.01335853 0.000155 207.889 230.516 96.1665 79.1959 19.0918 57.2756 27.5771 48.0832
04642 04 394 811 222 595 831 493 645 611
ENSG000001 LDB3 3.01559591 0.000157 55.1543 53.7401 7.07106 15.5563 4.94974 2.12132 4.24264 4.94974
22367 23 289 154 781 492 747 034 069 747
ENSG000001 ALPL 2.74075666 0.000158 21.2132 12.7279 79.1959 66.4680 7.77817 5.65685 9.89949 3.53553
62551 04 034 221 595 374 459 425 494 391
ENSG000002 CTD- 2.71881762 0.000161 43.8406 43.8406 09.89949 14.1421 4.24264 4.94974 2.12132 5.65685
54429 2562J17.7 02 204 204 494 356 069 747 034 425
ENSG000002 DNAH100 2.37808812 0.000163 63.6396 100.409 401.636 397.394 43.8406 54.4472 41.0121 45.9619
50091 S 81 103 163 652 011 204 222 933 408
ENSG000001 SFRP4 2.88752442 0.000164 36.7695 45.2548 15.5563 7.07106 2.82842 3.53553 5.65685 2.12132
06483 27 526 34 492 781 713 391 425 034
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ENSG000002 AC093627. 2.7655338 0.000170 12.7279 14.1421 12.7279 8.48528 2.12132 1.41421 1.41421 2.12132
42611 8 14 221 356 221 137 034 356 356 034
ENSG000001 FAM101A 2.82244892 0.000174 1363.30 1446.74 212.132 239.002 160.513 68.5893 176.776 55.1543
78882 82 187 047 034 092 239 578 695 289
ENSG000002 HOXC-AS3 6.29276922 0.000193 357.796 468.104 1.41421 4.24264 4.94974 1.41421 2.12132 2.12132
51151 07 031 689 356 069 747 356 034 034
ENSG000001 SPINT1 2.80735391 0.000194 16.9705 7.07106 12.7279 12.7279 2.12132 1.41421 1.41421 2.12132
66145 64 628 781 221 221 034 356 356 034
ENSG000002 KB- 2.85414816 0.000195 26.8700 21.2132 11.3137 7.07106 2.82842 1.41421 3.53553 1.41421
72955 226F1.1 31 577 034 085 781 713 356 391 356
ENSG000001 MPZ 2.30256258 0.000195 59.3969 62.2253 18.3847 16.9705 5.65685 7.77817 8.48528 9.89949
58887 72 696 967 763 628 425 459 137 494
ENSG000001 C100rf35 3.34169004 0.000198 89.0954 91.9238 14.1421 12.7279 9.19238 2.12132 7.07106 2.12132
71224 62 544 816 356 221 816 034 781 034
ENSG000001 BEAN1 2.46712549 0.000199 12.7279 8.48528 18.3847 26.8700 3.53553 2.82842 2.82842 2.82842
66546 05 221 137 763 577 391 713 713 713
ENSG000001 SIM2 3.01885823 0.000200 94.7523 94.7523 18.3847 9.89949 4.94974 9.19238 4.94974 7.77817
59263 53 087 087 763 494 747 816 747 459
ENSG000002 RP11- 497727331 0.000200 1.41421 1.41421 89.0954 86.2670 1.41421 1.41421 1.41421 1.41421
24149 510C10.3 85 356 356 544 273 356 356 356 356
ENSG000001 SGIP1 2.57324556 0.000202 1784.73 1831.40 265.872 280.014 201.525 140.007 197.989 159.806
18473 69 752 656 15 285 433 143 899 133
ENSG000001 ANO4 2.36415626 0.000217 87.6812 118.793 87.6812 73.5391 5.65685 31.8198 5.65685 28.2842
51572 78 409 939 409 052 425 052 425 713
ENSG000001 LAMB3 2.8538112 0.000229 1077.63 999.848 142.835 100.409 56.5685 103.944 67.8822 92.6309
96878 82 074 989 57 163 425 697 51 883
ENSG000001 PLEKHA7 2.05794729 0.000243 56.5685 63.6396 22.6274 36.7695 7.77817 12.7279 4.94974 17.6776
66689 3 425 103 17 526 459 221 747 695
ENSG000002 RP11- 2.69187688 0.000244 21.2132 19.7989 7.07106 11.3137 3.53553 1.41421 2.12132 2.12132
34665 262H14.3 36 034 899 781 085 391 356 034 034
ENSG000001 ATP1A3 3.24792663 0.000247 127.279 255.972 25.4558 21.2132 6.36396 19.0918 4.94974 14.8492
05409 92 221 655 441 034 103 831 747 424

X



ENSG000001 LHXS8 6.46193723 0.000255 1.41421 1.41421 427.092 380.423 2.12132 2.12132 3.53553 1.41421
62624 6 356 356 496 448 034 034 391 356
ENSG000001 SLC16A6 -4.87172341 0.000273 4.24264 4.24264 1.41421 2.82842 4.24264 183.847 2.12132 182.433
08932 87 069 069 356 713 069 763 034 55
ENSG000002 CLDN23 2.5670401 0.000278 16.9705 9.89949 49.4974 36.7695 2.12132 7.07106 4.94974 4.94974
53958 14 628 494 747 526 034 781 747 747
ENSG000001 SGCA 2.05444759 0.000286 21.2132 9.89949 22.6274 22.6274 4.94974 4.94974 5.65685 2.82842
08823 23 034 494 17 17 747 747 425 713
ENSG000001 NR5A2 4.31563815 0.000325 4.24264 2.82842 141.421 175.362 2.82842 7.07106 2.82842 3.53553
16833 32 069 713 356 482 713 781 713 391
ENSG000000 SORBS1 3.12062878 0.000349 9.89949 14.1421 113.137 127.279 9.19238 8.48528 6.36396 6.36396
95637 18 494 356 085 221 816 137 103 103
ENSG000001 PCSK2 4.36256581 0.000349 113.137 84.8528 4.24264 1.41421 3.53553 1.41421 2.82842 2.12132
25851 4 085 137 069 356 391 356 713 034
ENSG000001 SOX5 2.8981192 0.000353 16.9705 25.4558 9.89949 5.65685 2.82842 1.41421 2.12132 1.41421
34532 26 628 441 494 425 713 356 034 356
ENSG000002 AL139147. 2.33604903 0.000354 98.9949 77.7817 16.9705 24.0416 10.6066 12.7279 10.6066 9.19238
48458 1 41 494 459 628 306 017 221 017 816
ENSG000001 DRD1 3.42449606 0.000354 7.07106 11.3137 53.7401 72.1248 7.07106 1.41421 3.53553 1.41421
84845 59 781 085 154 917 781 356 391 356
ENSG000001 HOXB9 4.42998356 0.000358 142.835 125.865 4.24264 1.41421 3.53553 1.41421 4.24264 3.53553
70689 92 57 007 069 356 391 356 069 391
ENSG000001 EFHB 2.19793901 0.000398 11.3137 18.3847 12.7279 12.7279 3.53553 2.82842 2.82842 2.82842
63576 36 085 763 221 221 391 713 713 713
ENSG000000 GGT5 2.89450613 0.000410 11.3137 12.7279 89.0954 91.9238 7.07106 5.65685 5.65685 9.19238
99998 65 085 221 544 816 781 425 425 816
ENSG000001 MCHR1 2.74322382 0.000416 8.48528 9.89949 41.0121 49.4974 4.24264 4.94974 2.82842 4.24264
28285 54 137 494 933 747 069 747 713 069
ENSG000000 APBB1IP 2.60235882 0.000478 1907.77 1988.38 783.474 748.118 50.9116 405.172 71.4177 366.281
77420 51 41 427 314 975 883 186 849 313
ENSG000001 ESPNL -2.02333116 0.000519 39.5979 35.3553 12.7279 9.89949 117.379 62.2253 153.442 63.6396
44488 49 798 391 221 494 726 967 172 103




ENSG000002 LINC00601 2.2016335 0.000546 24.0416 12.7279 18.3847 9.89949 5.65685 2.82842 2.82842 2.82842
35180 44 306 221 763 494 425 713 713 713
ENSG000001 VWASA 2.0548841 0.000583 114.551 87.6812 271.529 246.073 64.3467 23.3345 66.4680 19.0918
10002 54 299 409 004 16 171 238 374 831
ENSG000001 KY 2.14201876 0.000617 14.1421 12.7279 31.1126 32.5269 8.48528 2.82842 4.24264 4.94974
74611 55 356 221 984 119 137 713 069 747
ENSG000002 HCG4P11 2.67242485 0.000624 77.7817 93.3380 19.7989 25.4558 4.94974 11.3137 2.12132 15.5563
25864 39 459 951 899 441 747 085 034 492
ENSG000001 RSPH10B2 2.5728892 0.000630 41.0121 49.4974 41.0121 36.7695 14.8492 1.41421 10.6066 1.41421
69402 5 933 747 933 526 424 356 017 356
ENSG000001 RBM47 2.02769182 0.000652 100.409 111.722 74.9533 84.8528 6.36396 39.5979 11.3137 33.9411
63694 38 163 871 188 137 103 798 085 255
ENSG000001 STMN2 2.86845332 0.000672 1146.92 1565.53 104.651 115.965 105.358 106.773 91.9238 97.5807
04435 52 72 441 804 512 91 124 816 358
ENSG000001 PPP1R14C 2.70043901 0.000674 50.9116 59.3969 9.89949 8.48528 4.94974 4.24264 4.94974 5.65685
98729 77 883 696 494 137 747 069 747 425
ENSG000002 U82695.10 2.32192758 0.000699 14.1421 11.3137 18.3847 12.7279 2.12132 2.12132 5.65685 1.41421
59886 92 356 085 763 221 034 034 425 356
ENSG000001 RNF180 2.96082838 0.000735 69.2964 62.2253 14.1421 8.48528 7.77817 1.41421 7.07106 3.53553
64197 1 646 967 356 137 459 356 781 391
ENSG000001 PCLO 3.64909046 0.000754 90.5096 94.7523 5.65685 4.24264 5.65685 1.41421 4.24264 4.24264
86472 4 68 087 425 069 425 356 069 069
ENSG000001 MYRF 2.01559675 0.000768 21.2132 14.1421 48.0832 48.0832 12.0208 5.65685 9.19238 5.65685
24920 26 034 356 611 611 153 425 816 425
ENSG000001 GATA6 2.5823747 0.000796 53.7401 35.3553 364.867 333.754 40.3050 28.2842 38.1837 24.7487
41448 46 154 391 099 401 865 713 662 373
ENSG000000 HSD17B7P 2.26303391 0.000801 16.9705 12.7279 12.7279 8.48528 2.82842 1.41421 3.53553 2.82842
99251 2 66 628 221 221 137 713 356 391 713
ENSG000001 DUOX1 2.96593754 0.000811 203.646 173.948 19.7989 16.9705 12.7279 7.77817 22.6274 9.89949
37857 08 753 268 899 628 221 459 17 494
ENSG000001 TMEMS6 2.09686149 0.000867 67.8822 94.7523 35.3553 19.7989 16.2634 7.07106 19.0918 8.48528
52078 9 51 087 391 899 56 781 831 137
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ENSG000002 MICE 2.32192755 0.000898 12.7279 24.0416 9.89949 9.89949 2.82842 3.53553 1.41421 3.53553
73340 07 221 306 494 494 713 391 356 391
ENSG000001 TRIM29 2.32930759 0.000900 168.291 181.019 33.9411 32.5269 14.1421 21.2132 15.5563 31.8198
37699 13 414 336 255 119 356 034 492 052
ENSG000001 PSG6 3.64769556 0.000907 63.6396 62.2253 4.24264 2.82842 2.12132 2.12132 2.12132 4.24264
70848 71 103 967 069 713 034 034 034 069
ENSG000001 LYPD1 2.40281593 0.000932 38.1837 46.6690 229.102 295.570 23.3345 40.3050 19.7989 31.8198
50551 64 662 476 597 635 238 865 899 052
ENSG000001 SLC37A1 2.18057179 0.000956 14.1421 9.89949 11.3137 12.7279 2.12132 2.82842 2.12132 3.53553
60190 68 356 494 085 221 034 713 034 391
ENSG000001 RBP1 2.23446479 0.000958 9.89949 14.1421 22.6274 9.89949 3.53553 2.12132 2.12132 4.24264
14115 07 494 356 17 494 391 034 034 069
ENSG000001 LIPG 3.1043354 0.000996 7.07106 15.5563 86.2670 73.5391 7.07106 2.12132 9.89949 2.12132
01670 33 781 492 273 052 781 034 494 034
ENSG000001 TACSTD2 5.28734231 0.001036 2712.46 2470.63 33.9411 29.6984 50.9116 7.07106 67.1751 9.19238
84292 73 161 109 255 848 883 781 442 816
ENSG000001 CHRNAS 2.54056771 0.001068 33.9411 36.7695 12.7279 7.07106 5.65685 2.12132 5.65685 2.12132
74343 43 255 526 221 781 425 034 425 034
ENSG000002 HOXC-AS1 2.98351065 0.001072 53.7401 52.3259 9.89949 7.07106 6.36396 2.12132 5.65685 1.41421
50451 5 154 018 494 781 103 034 425 356
ENSG000002 CTAGE1l 3.74415775 0.001095 42.4264 46.6690 4.24264 1.41421 1.41421 1.41421 2.12132 2.12132
12710 36 069 476 069 356 356 356 034 034
ENSG000002 AL592284. 2.8624951 0.001151 21.2132 24.0416 4.24264 7.07106 2.82842 1.41421 2.12132 1.41421
31360 1 68 034 306 069 781 713 356 034 356
ENSG000000 TLL2 2.47804713 0.001161 137.178 197.989 31.1126 19.7989 10.6066 19.0918 20.5060 19.0918
95587 08 716 899 984 899 017 831 967 831
ENSG000001 PIK3AP1 2.49476382 0.001170 9.89949 14.1421 12.7279 7.07106 3.53553 1.41421 1.41421 1.41421
55629 18 494 356 221 781 391 356 356 356
ENSG000001 CACNG7 3.63226609 0.001234 11.3137 9.89949 176.776 152.735 15.5563 2.12132 9.19238 1.41421
05605 99 085 494 695 065 492 034 816 356
ENSG000001 EGR3 3.26104505 0.001332 12.7279 18.3847 408.707 380.423 19.7989 19.0918 23.3345 23.3345
79388 63 221 763 72 448 899 831 238 238

xii



ENSG000001 GFPT2 2.1805097 0.001374 295.570 291.327 2013.84 1704.12 243.244 232.638 260.922 212.839
31459 36 635 994 011 734 733 131 402 141
ENSG000002 RP11- 3.42998603 0.001381 107.480 149.906 9.89949 7.07106 1.41421 12.7279 4.94974 6.36396
49790 20D14.6 56 231 638 494 781 356 221 747 103
ENSG000002 ACO011242. 2.03102662 0.001448 26.8700 16.9705 11.3137 11.3137 3.53553 2.12132 5.65685 4.94974
23658 6 43 577 628 085 085 391 034 425 747
ENSG000001 CCNJL 2.45169549 0.001475 28.2842 21.2132 33.9411 48.0832 8.48528 1.41421 12.7279 1.41421
35083 5 713 034 255 611 137 356 221 356
ENSG000001 RBPMS2 4.07038512 0.001565 1.41421 1.41421 96.1665 79.1959 2.82842 2.82842 3.53553 1.41421
66831 38 356 356 222 595 713 713 391 356
ENSG000000 TSPAN15 3.74542405 0.001571 77.7817 77.7817 2.82842 2.82842 5.65685 1.41421 2.12132 2.82842
99282 21 459 459 713 713 425 356 034 713
ENSG000002 CTD- 2.16227104 0.001608 28.2842 18.3847 9.89949 9.89949 2.82842 4.24264 2.12132 5.65685
54963 2562J17.9 89 713 763 494 494 713 069 034 425
ENSG000001 TCF21 2.38304744 0.001717 253.144 226.274 80.6101 70.7106 45.2548 9.89949 56.5685 9.19238
18526 84 228 17 731 781 34 494 425 816
ENSG000000 CD82 2.09825312 0.001746 698.621 623.668 137.178 130.107 107.480 69.2964 139.300 55.1543
85117 13 5 181 716 648 231 646 036 289
ENSG000001 FAMS0A1 2.36923305 0.001831 15.5563 14.1421 7.07106 7.07106 1.41421 2.12132 2.82842 2.12132
71847 53 492 356 781 781 356 034 713 034
ENSG000000 SDK2 -3.86211225 0.001879 4.24264 2.82842 14.1421 12.7279 6.36396 285.671 4.94974 196.575
69188 89 069 713 356 221 103 14 747 685
ENSG000001 MYH10 2.02231676 0.001889 2453.66 2470.63 14355.6 13705.1 1822.92 2288.90 2090.91 1916.96
33026 38 053 109 819 436 128 465 475 648
ENSG000001 MALL 2.24654646 0.001971 38.1837 59.3969 278.600 362.038 35.3553 42.4264 31.8198 45.9619
44063 14 662 696 072 672 391 069 052 408
ENSG000002 RP11- 2.42884249 0.001973 18.3847 15.5563 09.89949 5.65685 4.24264 1.41421 1.41421 2.12132
59985 549B18.1 78 763 492 494 425 069 356 356 034
ENSG000002 ZNF826P 2.43812058 0.002067 12.7279 15.5563 45.2548 45.2548 2.82842 7.07106 1.41421 10.6066
31205 61 221 492 34 34 713 781 356 017
ENSG000001 KLF15 2.28445306 0.002077 16.9705 14.1421 52.3259 50.9116 3.53553 12.7279 2.82842 8.48528
63884 69 628 356 018 883 391 221 713 137

xiil



ENSG000001 MDFI 3.89811622 0.002112 1.41421 1.41421 52.3259 60.8111 2.12132 1.41421 2.82842 1.41421
12559 8 356 356 018 832 034 356 713 356
ENSG000001 ADCY4 2.21065894 0.002119 263.043 287.085 41.0121 43.8406 25.4558 40.3050 32.5269 38.8908
29467 96 723 353 933 204 441 865 119 73
ENSG000001 RORB 3.9068863 0.002122 50.9116 52.3259 1.41421 1.41421 2.82842 1.41421 1.41421 1.41421
98963 46 883 018 356 356 713 356 356 356
ENSG000001 P2RY2 2.26303381 0.002165 14.1421 21.2132 5.65685 9.89949 3.53553 2.12132 2.82842 2.12132
75591 2 356 034 425 494 391 034 713 034
ENSG000001 NCAM1 2.335523 0.002186 1019.64 1117.22 114.551 161.220 148.492 95.4594 151.320 82.7314
49294 34 798 871 299 346 424 155 851 934
ENSG000001 PDE11A 4.7498329 0.002336 1057.83 943.280 8.48528 7.07106 14.8492 25.4558 14.1421 20.5060
28655 81 175 446 137 781 424 441 356 967
ENSG000002 RP11- 2.77137467 0.002381 9.89949 4.24264 67.8822 57.9827 6.36396 4.94974 3.53553 5.65685
66283 627G18.1 81 494 069 51 561 103 747 391 425
ENSG000001 TNFRSF10 2.25434032 0.002393 465.276 485.075 67.8822 57.9827 56.5685 58.6898 62.9325 47.3761
73535 C 62 262 252 51 561 425 628 035 543
ENSG000001 TBX1 -3.06522249 0.002478 15.5563 8.48528 28.2842 18.3847 12.7279 299.813 19.7989 259.508
84058 06 492 137 713 763 221 275 899 189
ENSG000002 RAD21L1 2.58496147 0.002614 24.0416 18.3847 14.1421 2.82842 1.41421 4.24264 1.41421 2.82842
44588 39 306 763 356 713 356 069 356 713
ENSG000001 KIAA1211 2.97400311 0.002715 38.1837 31.1126 2.82842 5.65685 2.82842 2.12132 3.53553 1.41421
09265 25 662 984 713 425 713 034 391 356
ENSG000002 HLA-H 2.02790609 0.002746 147.078 108.894 49.4974 63.6396 36.0624 7.07106 37.4766 9.89949
06341 7 211 444 747 103 458 781 594 494
ENSG000001 CB8orfd6 2.90689008 0.002796 292.742 271.529 11.3137 18.3847 19.7989 19.7989 17.6776 21.9203
69085 82 207 004 085 763 899 899 695 102
ENSG000000 MCF2L2 2.29698133 0.002908 29.6984 19.7989 42.4264 29.6984 10.6066 1.41421 11.3137 1.41421
53524 85 848 899 069 848 017 356 085 356
ENSG000001 CES1 4.08745842 0.002923 1.41421 1.41421 130.107 131.521 5.65685 1.41421 7.07106 1.41421
98848 95 356 356 648 861 425 356 781 356
ENSG000002 ABC7- 2.31139737 0.002927 79.1959 67.8822 118.793 120.208 28.9913 3.53553 40.3050 4.94974
26210 42389800 53 595 51 939 153 78 391 865 747
N19.1

X1v



ENSG000001 GALNT3 3.26107177 0.002939 309.712 296.984 8.48528 8.48528 21.2132 12.0208 18.3847 13.4350
15339 53 77 848 137 137 034 153 763 288
ENSG000002 HOXC-AS2 3.44930503 0.003004 91.9238 98.9949 5.65685 4.24264 7.77817 1.41421 7.77817 1.41421
50133 75 816 494 425 069 459 356 459 356
ENSG000000 ABCB4 2.05614299 0.003067 96.1665 52.3259 24.0416 12.7279 12.0208 7.07106 14.1421 11.3137
05471 66 222 018 306 221 153 781 356 085
ENSG000002 PSG2 3.05595596 0.003138 509.116 475.175 28.2842 28.2842 12.0208 53.7401 12.7279 46.6690
42221 08 883 757 713 713 153 154 221 476
ENSG000000 MCOLN3 2.19264469 0.003143 29.6984 43.8406 7.07106 9.89949 4.94974 4.24264 5.65685 4.94974
55732 77 848 204 781 494 747 069 425 747
ENSG000001 SP6 2.0374745 0.003203 25.4558 22.6274 16.9705 45.2548 2.12132 6.36396 4.24264 14.1421
89120 31 441 17 628 34 034 103 069 356
ENSG000001 RIPK3 2.43706374 0.003485 205.060 243.244 25.4558 24.0416 15.5563 33.9411 16.9705 25.4558
29465 84 967 733 441 306 492 255 628 441
ENSG000001 FGF12 3.18762447 0.003595 28.2842 24.0416 1.41421 4.24264 1.41421 1.41421 1.41421 2.12132
14279 46 713 306 356 069 356 356 356 034
ENSG000001 SLC14A2 2.29545507 0.003676 8.48528 7.07106 15.5563 7.07106 1.41421 2.12132 2.12132 2.12132
32874 99 137 781 492 781 356 034 034 034
ENSG000001 CACNGS8 3.60485851 0.003742 1.41421 1.41421 56.5685 43.8406 1.41421 2.82842 2.12132 2.12132
42408 53 356 356 425 204 356 713 034 034
ENSG000001 SFRP2 5.28076259 0.003872 4.24264 2.82842 1496.23 1135.61 21.2132 5.65685 33.9411 7.07106
45423 85 069 713 795 349 034 425 255 781
ENSG000001 KIAA1671 2.54056845 0.004030 376.180 400.222 53.7401 29.6984 53.7401 19.7989 55.8614 18.3847
97077 68 808 438 154 848 154 899 357 763
ENSG000001 OASL -2.58495996 0.004037 4.24264 4.24264 2.82842 2.82842 16.9705 8.48528 48.7903 10.6066
35114 24 069 069 713 713 628 137 679 017
ENSG000002 RP11- 2.35049655 0.004211 5.65685 14.1421 22.6274 29.6984 4.94974 1.41421 6.36396 1.41421
54353 195E2.4 27 425 356 17 848 747 356 103 356
ENSG000001 SUSD3 2.9860593 0.004280 2.82842 7.07106 65.0538 70.7106 5.65685 3.53553 7.07106 2.12132
57303 02 713 781 239 781 425 391 781 034
ENSG000002 CTD- 2.84799511 0.004352 26.8700 16.9705 4.24264 2.82842 2.12132 1.41421 2.12132 1.41421
44649 2377D24.6 25 577 628 069 713 034 356 034 356

XV



ENSG000001 KLF14 2.50589013 0.004586 43.8406 41.0121 4.24264 11.3137 7.07106 2.12132 5.65685 2.82842
74595 12 204 933 069 085 781 034 425 713
ENSG000002 RP11- 2.6724241 0.004607 32.5269 28.2842 4.24264 7.07106 1.41421 5.65685 1.41421 2.82842
47157 434C1.1 31 119 713 069 781 356 425 356 713
ENSG000001 ARL9S 2.31033955 0.004644 11.3137 4.24264 36.7695 35.3553 4.94974 3.53553 6.36396 2.82842
96503 4 085 069 526 391 747 391 103 713
ENSG000001 WNT2 2.34763389 0.004862 132.936 98.9949 227.688 181.019 52.3259 6.36396 62.2253 4.94974
05989 21 075 494 384 336 018 103 967 747
ENSG000001 GLDN 2.49098572 0.005051 12.7279 4.24264 72.1248 57.9827 4.94974 4.94974 9.19238 7.07106
86417 69 221 069 917 561 747 747 816 781
ENSG000002 RP11- 2.96962437 0.005093 2.82842 2.82842 25.4558 35.3553 2.12132 2.82842 1.41421 2.12132
53125 459E5.1 98 713 713 441 391 034 713 356 034
ENSG000001 THSD7B 2.80735301 0.005153 22.6274 8.48528 5.65685 2.82842 1.41421 1.41421 1.41421 1.41421
44229 17 17 137 425 713 356 356 356 356
ENSG000001 NR4A3 2.81950691 0.005217 33.9411 26.8700 774.989 681.650 57.9827 44.5477 71.4177 41.0121
19508 86 255 577 032 937 561 272 849 933
ENSG000002 CTD- 2.58496102 0.005255 4.24264 4.24264 12.7279 12.7279 1.41421 1.41421 1.41421 1.41421
61821 2311M21. 18 069 069 221 221 356 356 356 356
3
ENSG000001 PTGDS 2.99999932 0.005305 360.624 265.872 26.8700 14.1421 4.94974 31.8198 8.48528 38.1837
07317 91 458 15 577 356 747 052 137 662
ENSG000001 PNLDC1 3.22238954 0.005390 1.41421 2.82842 35.3553 19.7989 2.12132 1.41421 1.41421 1.41421
46453 87 356 713 391 899 034 356 356 356
ENSG000001 INPP5J 2.24392519 0.005580 8.48528 9.89949 63.6396 45.2548 5.65685 4.24264 9.89949 7.07106
85133 16 137 494 103 34 425 069 494 781
ENSG000001 TRIM36 2.57511414 0.005660 74.9533 114.551 8.48528 8.48528 7.77817 11.3137 10.6066 4.94974
52503 5 188 299 137 137 459 085 017 747
ENSG000001 NRGN 2.23162561 0.005673 15.5563 16.9705 142.835 120.208 19.7989 13.4350 16.9705 12.7279
54146 94 492 628 57 153 899 288 628 221
ENSG000001 NTSR1 -5.02536897 0.005772 2.82842 1.41421 8.48528 18.3847 2.12132 505.581 3.53553 502.045
01188 713 356 137 763 034 349 391 815
ENSG000001 DYNC1I1 2.60108211 0.005858 308.298 407.293 14.1421 33.9411 39.5979 24.7487 35.3553 26.1629
58560 67 557 506 356 255 798 373 391 509

XVi



ENSG000001 LDHC 3.0324192 0.005922 4.24264 1.41421 21.2132 36.7695 2.82842 1.41421 2.12132 1.41421
66796 16 069 356 034 526 713 356 034 356
ENSG000001 TMEM229 2.30854881 0.005955 89.0954 93.3380 26.8700 18.3847 2.82842 21.9203 4.94974 16.2634
98133 B 24 544 951 577 763 713 102 747 56
ENSG000001 SIX2 2.43812044 0.006038 7.07106 5.65685 49.4974 56.5685 7.07106 4.24264 4.24264 6.36396
70577 04 781 425 747 425 781 069 069 103
ENSG000001 Clorfll5 4.15889961 0.006085 469.518 434.163 9.89949 8.48528 19.0918 5.65685 24.0416 2.82842
62817 76 903 564 494 137 831 425 306 713
ENSG000001 F2RL1 2.192942 0.006141 49.4974 49.4974 421.435 462.447 58.6898 48.0832 68.5893 39.5979
64251 57 747 747 642 835 628 611 578 798
ENSG000001 LGALSL 2.36074732 0.006190 197.989 179.605 50.9116 50.9116 40.3050 6.36396 41.7193 4.94974
19862 15 899 122 883 883 865 103 001 747
ENSG000002 RP11- 3.35754851 0.006279 1.41421 1.41421 32.5269 22.6274 1.41421 1.41421 1.41421 1.41421
30880 417)8.3 57 356 356 119 17 356 356 356 356
ENSG000001 MCOLN2 2.29278108 0.006367 32.5269 21.2132 7.07106 8.48528 3.53553 1.41421 7.07106 2.12132
53898 29 119 034 781 137 391 356 781 034
ENSG000001 PDE4C 2.25375604 0.006553 32.5269 38.1837 12.7279 4.24264 2.82842 4.94974 2.82842 7.77817
05650 67 119 662 221 069 713 747 713 459
ENSG000001 HYDIN 2.16046408 0.006637 18.3847 21.2132 4.24264 9.89949 2.82842 2.82842 4.94974 1.41421
57423 53 763 034 069 494 713 713 747 356
ENSG000001 MMP1 -2.47399968 0.006665 1104.50 1336.43 8845.90 10011.2 8826.10 52730.3 10024.6 46747.5
96611 88 079 182 583 178 684 669 528 364
ENSG000002 WTAPP1 -2.46056953 0.007092 250.315 271.529 1880.90 2299.51 1986.26 115194 2262.74 101144
55282 22 801 004 404 125 295 766 17 554
ENSG000000 PALMD 2.94498545 0.007149 374.766 360.624 39.5979 25.4558 4.94974 44.5477 494974 49.4974
99260 32 594 458 798 441 747 272 747 747
ENSG000001 EIF4ABP6 -3.004282 0.007303 7.07106 5.65685 7.07106 9.89949 4.24264 110.308 5.65685 118.086
97258 98 781 425 781 494 069 658 425 833
ENSG000001 TNFRSF8 2.35363583 0.007318 4.24264 5.65685 11.3137 11.3137 1.41421 2.12132 1.41421 1.41421
20949 72 069 425 085 085 356 034 356 356
ENSG000001 CRISPLD1 2.79354747 0.007529 36.7695 29.6984 5.65685 1.41421 2.82842 1.41421 3.53553 2.82842
21005 69 526 848 425 356 713 356 391 713

Xvii



ENSG000001 NKX2-6 -2.87183873 0.007778 4.24264 4.24264 12.7279 14.1421 126.572 8.48528 116.672 7.07106
80053 31 069 069 221 356 114 137 619 781
ENSG000002 RP11- 2.48542585 0.008012 38.1837 31.1126 4.24264 5.65685 4.24264 2.12132 5.65685 2.12132
47416 629G13.1 8 662 984 069 425 069 034 425 034
ENSG000001 CHST6 3.32192513 0.008111 1.41421 1.41421 62.2253 48.0832 4.24264 2.12132 3.53553 1.41421
83196 04 356 356 967 611 069 034 391 356
ENSG000002 NCAM1- 2.07972695 0.008373 35.3553 73.5391 15.5563 7.07106 7.77817 10.6066 7.77817 4.94974
27487 AS1 01 391 052 492 781 459 017 459 747
ENSG000001 B3GNT5 2.34146809 0.008717 63.6396 57.9827 93.3380 100.409 33.9411 2.12132 24.0416 2.12132
76597 28 103 561 951 163 255 034 306 034
ENSG000001 IL18 2.28950555 0.008742 5.65685 12.7279 5.65685 7.07106 1.41421 1.41421 1.41421 2.12132
50782 01 425 221 425 781 356 356 356 034
ENSG000002 RP11- 3.16992184 0.008855 1.41421 1.41421 24.0416 24.0416 1.41421 1.41421 1.41421 1.41421
24127 510C10.2 4 356 356 306 306 356 356 356 356
ENSG000001 MKRN3 2.67807041 0.009072 31.1126 28.2842 2.82842 5.65685 2.12132 1.41421 5.65685 1.41421
79455 36 984 713 713 425 034 356 425 356
ENSG000000 CERS4 -2.90688664 0.009445 1.41421 1.41421 1.41421 4.24264 4.94974 25.4558 4.24264 28.9913
90661 49 356 356 356 069 747 441 069 78
ENSG000000 LMO3 2.13750269 0.009585 9.89949 5.65685 7.07106 8.48528 1.41421 1.41421 2.12132 2.12132
48540 51 494 425 781 137 356 356 034 034
ENSG000002 RP11- 2.60768138 0.009601 2.82842 4.24264 36.7695 46.6690 3.53553 4.94974 3.53553 2.82842
65489 1090M7.1 9 713 069 526 476 391 747 391 713
ENSG000002 LINCO0578 3.33038723 0.009700 1.41421 2.82842 111.722 125.865 2.12132 7.77817 3.53553 10.6066
28221 21 356 713 871 007 034 459 391 017
ENSG000002 CEACAMP 2.75488541 0.009844 12.7279 19.7989 4.24264 1.41421 1.41421 1.41421 1.41421 1.41421
41104 10 16 221 899 069 356 356 356 356 356

XVviil



DEGs Fibros CHD3  Symbol log2FoldChange padj p.L915F p.N1159K CTL-1 CTL-2 CTL-3 CTL-4
ENSG00000019186 CYP24Al 3.65207478 0.00685758 104 28 1 11 8 1
ENSG00000064042 LIMCH1 -4.39430926 1.04E-06 97 75 4107 647 1971 509
ENSG00000067715 SYT1 -2.88565296 0.00018455 37 36 447 241 266 125
ENSG00000075275 CELSR1 -3.49911756 0.00280458 19 25 480 204 196 25
ENSG00000079841 RIMS1 -5.5302628 9.02E-09 5 2 236 76 113 222
ENSG00000099204 ABLIM1 -2.74679381 0.00011479 155 90 399 1036 1087 767
ENSG00000101638 ST8SIAS -3.27798246 0.00125552 5 10 57 48 134 52
ENSG00000106511 MEOX2 6.09880018 1.32E-14 258 1147 5 22 8 6
ENSG00000106565 TMEM176B 4.02974486 0.00200141 82 16 4 2 5 1
ENSG00000106688 SLC1Al -3.25169943 0.00945704 156 85 1453 203 2616 319
ENSG00000106772 PRUNE2 -2.68799066 0.00244924 326 462 4635 802 2580 2139
ENSG00000110203 FOLR3 -4.15152403 0.00018455 22 35 1130 45 503 348
ENSG00000115380 EFEMP1 2.66616771 0.00143314 22576 15610 1329 5257 1718 3728
ENSG00000115604 IL18R1 4.69031192 0.00055442 133 9 3 1 5 2
ENSG00000118785 SPP1 -3.29191253 0.00361199 22 12 334 29 162 141
ENSG00000118898 PPL 3.0472351 0.00044792 1470 1262 173 260 192 36
ENSG00000126217 MCF2L -3.78509777 0.00260448 16 26 382 26 122 628
ENSG00000128655 PDE11A -4.98013427 4.59E-05 6 2 155 13 171 166
ENSG00000130600 H19 4.8324995 3.27E-13 637 289 11 14 30 10
ENSG00000135324 MRAP2 -4.18914053 3.13E-08 13 16 310 161 451 136
ENSG00000137203 TFAP2A -4.35434546 1.16E-05 34 32 655 1558 98 389
ENSG00000144891 AGTR1 2.50875187 0.00462124 385 887 53 77 184 133
ENSG00000147655 RSPO2 4.29767657 0.00705694 13 46 1 3 1 1
ENSG00000148426 PROSER2 -2.68011779 0.00720879 33 22 271 82 268 84
ENSG00000149968 MMP3 2.65190081 0.00351447 13257 40495 5274 1532 4128 6171
ENSG00000152268 SPON1 3.30527634 2.49E-05 443 160 21 17 48 36
ENSG00000152578 GRIA4 4.74415677 0.00078884 23 44 1 1 2 1
ENSG00000152580 IGSF10 3.90175881 7.05E-08 750 513 31 40 82 16

XiX



ENSG00000153002 CPB1 3.887523 0.00201661 28 46 2 2 5 1
ENSG00000153132 CLGN -2.26429982 0.00534491 203 129 798 574 1350 468
ENSG00000156463 SH3RF2 -2.07778571 0.00941381 48 40 221 252 133 137
ENSG00000156475 PPP2R2B -5.73639515 2.95E-06 5 3 582 30 118 123
ENSG00000157554 ERG -3.44421524 0.00742831 11 2 88 27 134 34
ENSG00000158528 PPP1R9A -3.91374011 0.00534491 6 1 19 90 78 24
ENSG00000162631 NTNG1 -2.66481731 0.00534491 367 349 782 1258 4528 2513
ENSG00000162692 VCAM1 4.56585075 0.00037393 216 9 6 5 6 2
ENSG00000163395 IGFN1 4.47804413 0.00042884 27 51 1 3 2 1
ENSG00000164106 SCRG1 4.47186684 3.72E-06 173 60 12 1 4 4
ENSG00000164176 EDIL3 -4.21354732 5.32E-05 130 117 601 1604 629 6331
ENSG00000165105 RASEF -3.02333068 0.00067059 5 18 70 99 131 74
ENSG00000170893 TRH 4.66296151 0.00022768 35 41 2 1 1 2
ENSG00000177570 SAMD12 -2.09953466 0.00303452 63 77 391 220 354 235
ENSG00000178038 ALS2CL -2.37696809 0.00173525 70 128 441 371 845 400
ENSG00000178184 PARD6G -2.29205188 0.00353198 66 217 614 833 587 738
ENSG00000180053 NKX2-6 -4.22238856 0.00056842 2 4 81 20 49 74
ENSG00000183715 OPCML -3.512609 0.00017143 31 15 220 84 206 540
ENSG00000184058 TBX1 4.42626339 1.90E-06 725 737 21 41 71 3
ENSG00000186684 CYP27C1 -3.04803012 0.00313268 17 55 349 166 106 570
ENSG00000188393 CLEC2A 5.48112283 1.90E-06 30 171 1 1 6 1
ENSG00000188581 KRTAP1-1 -3.63807043 0.00118027 8 22 251 33 117 346
ENSG00000196581 AJAP1 5.74953229 1.72E-14 297 241 11 6 1 2
ENSG00000197106 SLC6A17 -3.22160897 0.00056559 29 70 232 465 955 195
ENSG00000197614 MFAP5 -2.57373254 0.00180091 3803 1991 21431 5989 19043 22526
ENSG00000198729 PPP1R14C -4.35754753 0.00123443 3 2 100 26 52 27
ENSG00000198848 CES1 4.32527727 0.00016264 227 204 1 27 14 1
ENSG00000231389 HLA-DPA1 -4.2910782 0.00012334 7 6 48 84 317 60
ENSG00000232725 U52111.14 3.76249908 0.00043916 41 54 1 4 4 5

XX



ENSG00000249242 TMEM150C

-3.36194124 0.00143516

47

121

128

33

ENSG00000250337 LINC01021

-4.13270987 0.00055442

96

16

211

98

XX1i



DEGs LCLs TRRAP  Symbol log2FoldChange padj p.L805F p.A1043T_1 p.A1043T_2 CTL-1 CTL-2 CTL-3

ENSG00000205786 AC002511.1 -3.11334 0.002155 67 15 100 174 386 1015
ENSG00000170425 ADORA2B 2.766366 0.002155 104 96 147 29 5 17
ENSG00000272620 AFAP1-AS1 -5.09493 3.49E-08 3 6 8 52 393 136
ENSG00000214944 ARHGEF28 -2.91451 0.004531 53 159 27 211 462 1129
ENSG00000169136 ATF5 -2.15265 0.004531 3918 2338 1877 5860 13377 16926
ENSG00000187479 Cl1lorf96 -3.16619 1.11E-05 24 39 23 121 248 403
ENSG00000198216 CACNAL1E -3.02687 3.49E-08 452 225 287 1873 3377 2607
ENSG00000205476 CCDC85C -2.94385 0.005947 54 35 42 67 176 765
ENSG00000129277 CCL4 -2.88459  0.00463 918 624 1645 1987 3810 17739
ENSG00000163823 CCR1 2.046204 0.009093 480 778 836 199 231 77
ENSG00000112486 CCR6 2.287577 0.008606 118 142 72 34 13 21
ENSG00000133048 CHI3L1 -4.57399 1.96E-05 1 11 21 37 295 454
ENSG00000121898 CPXM2 -4.22239  3.64E-05 1 13 10 57 78 313
ENSG00000147408 CSGALNACT1 3.950611 3.00E-05 36 101 64 4 4 5
ENSG00000227117 CTA-85E5.10 2.541146 0.009567 44 122 61 10 19 10
ENSG00000263264 (CTB-133G6.1 2.258734 0.007147 180 276 214 61 17 62
ENSG00000073737 DHRS9 3.25298 0.007148 84 20 39 8 4 3
ENSG00000138080 EMILIN1 3.417991 0.00023 834 1813 3221 405 87 57
ENSG00000124491 F13A1l 2.541238 0.000157 3634 2512 4838 297 845 745
ENSG00000086570 FAT2 -3.31768 3.91E-05 10 10 14 60 91 188
ENSG00000134775 FHOD3 -3.46566 0.002511 23 218 53 170 1778 1300
ENSG00000128573 FOXP2 -3.23619 0.008543 4 9 13 14 158 73
ENSG00000170324 FRMPD2 -2.22181 0.007371 56 46 77 232 138 465
ENSG00000137726 FXYD6 -4.29767 0.004134 6 2 1 5 49 123
ENSG00000110328 GALNT18 -2.04175 0.004531 133 90 75 262 560 405
ENSG00000164161 HHIP 3.30666 0.009555 21 128 39 5 12 2
ENSG00000248890 HHIP-AS1 3.607329 0.007371 18 152 25 5 9 2

xXxii



ENSG00000271361 HTATSF1P2 2.576139 0.006119 154 133 202 56 11 15
ENSG00000106302 HYAL4 -3.46379 0.002434 29 29 2 429 172 61
ENSG00000125538 IL1B -2.97304 0.001448 190 142 269 663 548 3508
ENSG00000132321 IQCA1l 3.374123 0.002511 20 60 117 9 6 4
ENSG00000163207 IVL -4.30117 4.36E-06 9 24 9 136 615 77
ENSG00000011201 KAL1 4.014948 0.007372 4 36 154 3 6 3
ENSG00000145936 KCNMB1 3.800147 0.001227 54 934 210 60 12 14
ENSG00000144893 MED12L 2.877447 0.009555 164 37 284 41 11 14
ENSG00000178053 MLF1 -3.04525 0.002971 18 22 11 36 107 278
ENSG00000008441  NFIX -2.05355 0.004128 37 39 43 138 139 217
ENSG00000074527 NTN4 4.149745 0.002511 25 247 12 6 3 7
ENSG00000108405 P2RX1 2.419376 0.001227 146 141 157 43 23 17
ENSG00000188389 PDCD1 -2.83903 0.004531 208 72 119 299 486 2070
ENSG00000162896 PIGR -2.74115 0.005998 480 168 505 548 4759 2402
ENSG00000254681 PKD1P5 3.3025 0.004134 41 1152 356 55 42 60
ENSG00000007038 PRSS21 -3.58775 1.96E-05 8 22 13 271 58 188
ENSG00000144724 PTPRG -3.04062 0.004546 174 19 74 257 1415 525
ENSG00000154917 RABG6B -4.44294 0.001227 5 4 3 10 27 224
ENSG00000138670 RASGEF1B 3.0614 0.004531 78 33 81 13 8 2
ENSG00000058335 RASGRF1 -2.6115 0.001679 166 128 101 415 417 1582
ENSG00000254006 RP11-1D12.2 -2.96657 0.000961 40 11 80 357 192 475
ENSG00000260303 RP11-203B7.2 2.365396 0.004888 222 131 85 36 17 32
ENSG00000260896 RP11-314013.1 -4.33955 3.49E-08 12 9 40 644 157 434
ENSG00000230880 RP11-417)8.3 5.294615 0.001483 37 4 116 1 2 1
ENSG00000182568 SATB1 3.263034  0.00938 396 58 26 23 18 9
ENSG00000074660 SCARF1 2.584308 0.000201 1141 2396 871 357 185 193
ENSG00000151967 SCHIP1 3.867895 0.001043 15 87 263 13 7 5
ENSG00000135094 SDS -4.97345 1.42E-06 5 4 3 29 84 264
ENSG00000070915 SLC12A3 -3.32192 0.007147 13 3 5 36 148 26
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ENSG00000186212 SOWAHB -3.93411 0.006805 2 2 3 9 39 59
ENSG00000077327 SPAG6 3.377554 0.000255 82 442 983 35 58 52
ENSG00000164691 TAGAP 2.265402 0.007187 260 569 147 65 55 83
ENSG00000041982 TNC -3.02106  3.55E-05 10 12 12 86 112 78
ENSG00000115085 ZAP70 4.366811 1.57E-07 436 1554 589 79 38 8
ENSG00000183850 ZNF730 2.593326 6.03E-05 153 229 137 29 33 24
ENSG00000124203 ZNF831 2.542898 0.002511 85 202 220 46 18 23

Annexe II : Pics d’ATACseq significatifs pour les fibroblastes TRRAP p.W1866C

PeakIiD Chr Start End Stra  Annotation Distance Nearest Gene Name
nd to TSS PromoterID
chr13-4884 chrl3 1.12E+08 1.12E+08 + Intergenic 78340 NM_152324 TEX29
chr22-259 chr22 50118402 50119152 Intergenic -67587 NR_110522 C220rf34
chr8-14649 chr8 40470921 40471685 intron (NM_001135731, 284040 NM_0011357 ZMAT4
intron 4 of 5) 31
chr2-23207 chr2 1.05E+08 1.05E+08 + intron (NR_038231, 2221 NR_038231 LINCO1114
intron 1 of 3)
chr6-26983 chré 57538282 57541018 Intergenic 284720 NR_036097 MIR548U
chr13-1312 chrl3 98758081 98758706 Intergenic -36423 NM_0012868 FARP1
39
chr7-23351 chr7 1.4E+08 1.4E+08 + intron (NM_004333, -41431 NR_024454 NDUFB2-AS1

intron 17 of 17)
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chr22-4308 chr22 25463595 25464744 intron (NM_001145206, 40228 NM_0011452  KIAA1671
intron 4 of 10) 06
chr19-1246 chrl9 15562985 15563865 intron (NM_022904, -2663 NM_021241 Wiz
intron 16 of 17)
chr2-5826 chr2 1.55E+08 1.55E+08 Intergenic -74374 NM_002239 KCNJ3
chr8-15135 chr8 87979181 87980328 intron (NM_173538, 101078 NM_173538 CNBD1
intron 4 of 10)
chr16-18139 chrlé 77517340 77518532 Intergenic -48925 NM_199355 ADAMTS18
chr6-19061 chré 50348064 50349236 Intergenic -332286 NM_0010374 DEFB112
98
chr1-8852 chrl 74077357 74077983 Intergenic 305817 NR_110676 LINC01360
chr11-20041 chrll 65198854 65205969 non-coding (NR_131012, -9518 NR_030343 MIR612
exon 1 of 1)
chrd-17939 chrd 15119631 15120774 intron (NR_125911, 115904 NM_0011773 CPEB2
intron 2 of 5) 83
chr4_gl000193_ra chrd_ 83007 87406 intron (NR_038377, 3169 NR_038377 LINCO1667
ndom-13 gl000 intron 1 of 5)
193 r
ando
m
chr6-23892 chr6 88653891 88654880 Intergenic -103122 NM_030960 SPACA1
chr7-14919 chr7 1.59E+08 1.59E+08 intron (NR_130758, -1979 NM_0013082  VIPR2
intron 4 of 12) 59
chr5-8827 chr5 1.14E+08 1.14E+08 Intergenic 135919 NM_0013007 TRIM36
59
chrX-12878 chrX 79540609 79541430 intron (NR_110646, 49798 NR_110646 CHMP1B2P
intron 5 of 5)
chr2-41746 chr2 1.51E+08 1.51E+08 Intergenic 22572 NM_005168 RND3
chrUn_gl000219- chru 132667 133673 Intergenic -33528 NR_027436 LOC283788
40 n_glo
0021
9
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chr13-6623 chrl3 36488474 36489964 + intron (NM_001330071, -59221 NM_0011954  DCLK1
intron 4 of 16) 15
chrUn_gl000224- chru 212 3307 + Intergenic -100744 NR_135482 LOC100505874
42 n_glo
0022
4
chr11-3528 chrll 73729444 73730199 + intron (NM_001286577, -9539 NM_003356 UCP3
intron 32 of 32)
chr8-20672 chr8 43252013 43253177 + Intergenic 105010 NM_0010053 POTEA
65
chr11-21271 chrll 61728612 61732063 + non-coding (NR_134580, 4795 NM_002032 FTH1
exon 10 of 11)
chr9-19240 chr9 1.21E+08 1.21E+08 + Intergenic 829095 NM_138554 TLR4
chr21-1228 chr21 44573611 44574236 + Intergenic -12721 NR_133678 LOC106780825
chr9-20347 chr9 1.09E+08 1.09E+08 + Intergenic 163725 NM_018112 TMEM38B
chr13-2785 chrl3 1.02E+08 1.02E+08 + intron (NR_047687, -105361 NR_047015 LINCO0411
intron 5 of 7)
chr1-33530 chrl 41471438 41473676 + intron (NR_125440, -7705 NR_037868 SLFNL1-AS1
intron 13 of 17)
chr19-6942 chrl9 55700540 55701443 + intron (NM_001161440, -9271 NM_003180 SYT5
intron 10 of 17)
chr2-39106 chr2 90007568 90008500 Intergenic 896150 NR_039635 MIR4436A
chri4-256 chr14 37130862 37133579 exon (NM_006194, exon 5447 NM_006194 PAX9
3 of 5)
chr5-26320 chr5 10607481 10608520 + intron (NM_001164440, 43565 NM_0011644  ANKRD33B
intron 1 of 3) 40
chr5-7677 chr5 21341178 21342449 + Intergenic -117776 NR_027027 GUSBP1
chr6-29579 chré 10659419 10660852 Intergenic 34704 NM_0011450 Cé6orf52
20
chr9-136 chr9 69710795 69711420 + intron (NR_135597, 46677 NR_121570 LOC101928381
intron 4 of 4).2
chr20-10936 chr20 21434063 21435121 + Intergenic -56545 NM_033176 NKX2-4
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chr6-17209 chré 76095756 76096665 + intron (NR_125859, 3308 NR_125859 LOC101928540
intron 2 of 8)
chrUn_gl000224- chru 6478 8690 + Intergenic -94919 NR_135482 LOC100505874
18 n_glo
0022
4
chrX-3652 chrX 1.23E+08 1.23E+08 + Intergenic -12954 NM_0012044  XIAP
01
chr13-10937 chrl3 41786780 41787889 + intron (NR_120423, -18623 NM_032138 KBTBD7
intron 3 of 3)
chr12-9635 chrl2 77024160 77024961 + Intergenic -70971 NM_0013196 OSBPLS8
52
chr1-32340 chrl 1.43E+08 1.43E+08 Intergenic -174074 NR_106967 MIR6077
chr1-49474 chrl  1.75E+08  1.75E+08 TTS (NM_001243764) -3279 NM_0010072  CACYBP
14
chrd-22083 chrd 1.7E+08 1.7E+08 + Intergenic -64427 NM_020870 SH3RF1
chr8-22051 chr8 41258386 41259877 + Intergenic -88950 NM_016099 GOLGA7
chr18-7675 chrl8 14415576 14416328 + Intergenic 78530 NR_026756 CYP4F35P
chr2-29289 chr2 90012275 90013284 + Intergenic 900895 NR_039635 MIR4436A
chrd-7844 chr4 68099805 68100560 + Intergenic 187536 NR_110747 LOC101927237
chr2-11101 chr2 2.25E+08 2.25E+08 + Intergenic 15338 NM_022915 MRPL44
chr20-2971 chr20 4080478 4081105 + Intergenic -48635 NM_175840 SMOX
chr5-3265 chr5 71623886 71624511 + intron (NM_001284404, 8004 NM_0012844 PTCD2
intron 3 of 7) 04
chr16-11816 chrl6 65234740 65236004 Intergenic -24896 NR_110918 LINC02126
chr6-11624 chr6 47128718 47129473 Intergenic -118996 NM_153840 ADGRF1
chrl4-11144 chrl4  1.05E+08 1.05E+08 + Intergenic 10999 NM_0013081 PLD4
74
chr20-10191 chr20 30084292 30086156 Intergenic 11643 NR_024358 LINC00028
chr2-32290 chr2 1.47E+08 1.47E+08 Intergenic -825955 NR_026904 PABPC1P2
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chr3-2451 chr3 1.11E+08 1.11E+08 intron (NM_005816, -21496 NM_024508 ZBED2
intron 8 of 13)

chr19-12676 chr19 53811446 53812212 Intergenic -16954 NM_033341 BIRCS8

chrd-25906 chrd 32500524 32501370 Intergenic 148287 NR_134672 LOC101927363

chr15-14885 chrl5 34034365 34035699 intron (NM_001243996, -225483 NM_0013209 CHRMS5
intron 52 of 102) 17

chr3-5201 chr3 1.01E+08 1.01E+08 Intergenic 103607 NM_016247 IMPG2

chr6-18620 chré 1.41E+08 1.41E+08 Intergenic 296413 NR_039675 MIR4465

chrUn_gl000224- chru 17134 20991 Intergenic -83441 NR_135482 LOC100505874

70 n_glo

0022
4

chr15-685 chrl5 39873531 39892314 intron (NM_003246, 9642 NM_003246 THBS1
intron 14 of 21)

chr3-4440 chr3 7042172 7042797 intron (NM_000844, -106780 NR_131906 GRM7-AS2
intron 1 of 9)

chr17-15321 chrl7 22203791 22204567 Intergenic 181742 NM_0011904 MTRNR2L1

52

chrl-16457 chrl 6698064 6698836 intron (NM_018198, 13240 NM_0011957 THAP3
intron 11 of 15) 52

chr21-4073 chr21 15352097 15353014 non-coding (NR_027270, 210 NR_027270 ANKRD20A11P
exon 1 of 6)

chr6-29197 chré 58385554 58386536 Intergenic -98321 NR_125729 LINC00680

chr7-2789 chr?7 76637297 76637922 intron (NR_023383, 27470 NR_023383 DTX2P1-
intron 6 of 10) UPK3BP1-

PMS2P11

chr2-42878 chr2 2.16E+08  2.16E+08 intron (NM_054034, 10637 NM_212482 FN1
intron 6 of 12)

chr4-4782 chr4 35910132 35910883 Intergenic -335231 NR_122079 LOC439933

chr22-5369 chr22 18574279 18575496 Intergenic 14127 NM_0011276  PEX26

49
chr5-14966 chr5 33032675 33033553 Intergenic 85565 NR_033832 LINC02120
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chr17-6804 chrl7 19630535 19632141 Intergenic -9046 NR_135624 SLC47A2

chrX-3180 chrX 79471586 79472338 Intergenic 118855 NR_110646 CHMP1B2P

chr6-15535 chré 69814975 69815754 intron (NM_001704, 469732 NM_001704 ADGRB3
intron 17 of 31)

chr14-8155 chrl4 52830428 52831212 Intergenic 49804 NM_000956 PTGER2

chr14-2731 chrl4 20291858 20292483 intron (NM_001004723, 20241 NM_0010047 ORA4N2
intron 1 of 1) 23

chrX-4661 chrX 57633889 57634783 Intergenic 16067 NM_007157 ZXDB

chr19-10019 chr19 57813035 57814085 Intergenic -18305 NM_213598 ZNF543

chr13-6148 chrl3 28427813 28428726 intron (NR_047484, 61489 NM_145657 GSX1
intron 1 of 3)

chr22-5998 chr22 35931792 35932879 Intergenic -5017 NM_014310 RASD2

chr2-29939 chr2 2.25E+08 2.25E+08 intron (NM_006216, 26878 NR_073116 SERPINE2
intron 1 of 8)

chr18-7448 chrl8 14969791 14972538 promoter-TSS -697 NR_110783 LINCO1444
(NR_110783)

chr14-7514 chrl4 33583113 33584006 intron (NM_001164749, 175100 NM_0011647 NPAS3
intron 2 of 11) 49

chr2-41553 chr2 91749832 91751461 Intergenic 97329 NR_027238 LOC654342

chr3-19828 chr3 4813474 4814503 intron (NM_002222, -20714 NR_004428 EGOT
intron 42 of 57)

chr1-41015 chrl 1.53E+08 1.53E+08 Intergenic -5857 NM_0011286 LCE6A

00

chr5-11940 chr5 17061988 17062881 Intergenic -126049 NM_012334 MYO10

chr3-24262 chr3 1.84E+08 1.84E+08 intron (NM_001322103, 27706 NM_0013221 LINC02054
intron 3 of 3) 03

chr12-17832 chr12 1.2E+08 1.2E+08 intron (NM_001136534, 1444 NM_0011365 TMEM233
intron 1 of 2) 34

chr4d-20453 chrd 31540701 31541813 Intergenic 368491 NR_125935 LOC102723778

chrUn_gl000224- chrU 11024 11927 Intergenic -91028 NR_135482 LOC100505874

34 n_glo
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0022

chr11-11418 chrll 59230483 59231387 Intergenic 6501 NM_0010047 OR4D6
08
chr14-15182 chrl4 24109051 24110616 intron (NM_005794, 4260 NM_182908 DHRS2
intron 4 of 8)
chr15-3346 chrl5 86790760 86791386 exon (NM_152336, exon 69126 NR_046012 AGBL1-AS1
7 of 25)
chr12-15589 chrl2 86036377 86037168 Intergenic 193546 NM_005447 RASSF9
chr4-8566 chr4 35794730 35795747 Intergenic -450500 NR_122079 LOC439933
chr18-4812 chrl8 48185217 48186122 intron (NM_001292039, 99185 NM_0012920 MAPK4
intron 1 of 4) 40
chr2-33993 chr2 1.56E+08 1.56E+08 Intergenic 552389 NM_0012605 KCNIJ3
10
chr10-17781 chr10  1.11E+08 1.11E+08 Intergenic 895290 NM_0013241  XPNPEP1
36
chrX-9823 chrX 68436329 68437355 Intergenic 37442 NR_103715 LINC00269
chr10-4865 chrl0 67118276 67118904 Intergenic -212593 NR_120647 LINC01515
chr3-28738 chr3 1.4E+08 1.4E+08 intron (NM_022131, -36968 NR_108084 CLSTN2-AS1
intron 9 of 16)
chr11-18945 chrll 32872707 32874296 intron (NM_024081, 22020 NM_024081 PRRG4
intron 5 of 5)
chr5-4491 chr5 52166248 52166873 intron (NM_181501, 82424 NM_181501 ITGA1
intron 6 of 28)
chr12-16638 chrl2 48361313 48362488 intron (NM_001143842, 4570 NM_0011438 TMEM106C
intron 7 of 7) 41
chr14-11308 chrld 21466392 21467821 promoter-TSS 216 NR_110139 LOC101929718
(NM_001256588)
chrl7-15420 chrl7? 66165073 66166124 Intergenic -29203 NR_027283 LOC440461
chr12-8336 chrl2 19555551 19556479 Intergenic -36593 NM_0011141  AEBP2
76
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chr18-2905 chrl8 13823756 13825856 + promoter-TSS -737 NM_005913 MC5R
(NM_005913)
chr6-15463 chré 13984629 13985523 + Intergenic 59652 NM_0011650 RNF182
33
chrl7-10110 chrl7 72565281 72566427 + Intergenic -2372 NM_0013240 LOC100130520
76
chrX-13440 chrX 64461029 64461924 + Intergenic -206852 NM_0011780 ZC4H2
32
chr18-5796 chrl8 72924305 72926268 + intron (NM_001308210, 1802 NM_0013082 TSHZ1
intron 1 of 1) 10
chr5-7301 chr5 45113827 45114454 Intergenic 305113 NM_016640 MRPS30
chr2-9060 chr2 1.28E+08 1.28E+08 + Intergenic 78380 NM_0013206 BIN1
34
chr16-11137 chrl6 66398101 66399990 Intergenic -1465 NM_001795 CDH5
chr7-13062 chr7 1.04E+08 1.04E+08 intron (NM_199000, 177936 NR_034142 LHFPL3-AS1
intron 1 of 2)
chr18-6142 chrl8 14430509 14431977 Intergenic 67462 NR_024076 CXADRP3
chr8-15354 chr8 70091759 70092527 Intergenic -75718 NR_039986 LINC01592
chr1-22784 chrl 59495810 59496834 intron (NR_110626, 10174 NR_110626 LINC01358
intron 2 of 2)
chr1-23978 chrl 1.76E+08 1.76E+08 + Intergenic -107107 NM_0012866 RFWD2
44
chr18-6672 chri8 7174462 7175263 + Intergenic -56275 NM_0011055 LRRC30
81
chr13-5224 chrl3 43559484 43560363 + intron (NM_001002264, 6525 NM_0010022  EPSTI1
intron 1 of 12) 64
chr14-17162 chrl4 83683366 83684535 + Intergenic -1594545 NR_110074 LINC01467
chr18-6278 chrl8 61572468 61575430 + Intergenic -1275 NM_005024 SERPINB10
chr18-7569 chrl8 14469693 14471529 + Intergenic 28094 NR_024076 CXADRP3
chr1-20873 chrl 2.09E+08 2.09E+08 + Intergenic -162463 NR_135085 LINC01696
chr9-17816 chr9 68402364 68403907 + Intergenic -12173 NR_039689 MIR4477B
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chr7-22350 chr7 89623552 89624437 + intron (NR_110029, -124720 NR_003551 DPY19L2P4
intron 2 of 2)
chr2-36172 chr2 28631586 28632900 + intron (NM_005253, -14704 NR_103831 FLJ31356
intron 3 of 3)
chr2-17998 chr2 1.57E+08 1.57E+08 + intron (NR_110250, 139391 NR_110250 LINC01876
intron 1 of 3)
chr21-3787 chr21 9849932 9852942 Intergenic 25234 NR_037458 MIR3687-1
chr1-10682 chrl 2.12E+08 2.12E+08 Intergenic 26833 NM_021194 SLC30A1
chr11-9657 chril1  1.32E+08 1.32E+08 intron (NM_001144058, -45666 NR_046820 NTM-IT
intron 3 of 7)
chr13-9103 chrl3 95041545 95043633 + intron (NM_005708, 89347 NM_001922 DCT
intron 7 of 8)
chr5-3033 chr5 78048922 78049547 + Intergenic -104586 NM_005779 LHFPL2
chr3-4482 chr3 1.92E+08 1.92E+08 + Intergenic -45184 NM_004113 FGF12
chr18-2674 chrl8 14868766 14869266 + Intergenic 38851 NR_036153 MIR3156-2
chr15-9942 chrl5 59886449 59887340 + Intergenic -17088 NM_004751 GCNT3
chr7-4231 chr7 1.01E+08 1.01E+08 + exon (NM_000602, exon 6782 NM_000602 SERPINE1
50f9)
chr2-29827 chr2 1.75E+08 1.75E+08 + Intergenic -1305 NM_0011452 SP9
50
chr16-18006 chrl6 46590496 46592388 + intron (NR_026556, 11567 NR_026556 ANKRD26P1
intron 4 of 16)
chr8-16861 chr8 54908294 54909186 + intron (NR_109901, 26276 NR_109902 TCEA1
intron 4 of 11)
chr6-2551 chré 83420829 83422298 + Intergenic 347602 NM_0011663 TPBG
92
chr5-14766 chr5 1.75E+08 1.75E+08 Intergenic 208769 NM_000794 DRD1
chr2-21518 chr2 2247167 2248075 intron (NM_001329845, -75383 NR_024468 MYT1L-AS1
intron 2 of 24)
chr12-20474 chrl2 82281562 82282889 Intergenic -65273 NR_110089 LOC101928449
chr21-4771 chr21 34216333 34217906 Intergenic -31066 NM_0011624 C21lorf62
96
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chr10-12079 chrl0 36111002 36111793 + Intergenic 44167 NR_110138 PCATS
chr2-9488 chr2 90143943 90144592 + Intergenic 1032383 NR_039635 MIR4436A
chr1-15817 chrl 1.53E+08 1.53E+08 + Intergenic -6627 NM_178354 LCELF
chr14-5255 chrl4 20683328 20683954 + Intergenic -8228 NM_0010044 OR11H6
80
chrd-20578 chrd 94953747 94954534 Intergenic 174567 NR_125922 LOC101929210
chr18-7713 chrl8 34073089 34073900 + intron (NM_025135, 169887 NR_132982 LOC105372071
intron 3 of 24)
chr19-13786 chrl9 658811 660168 + intron (NM_194460, 3744 NM_194460 RNF126
intron 1 of 8)
chr2-14708 chr2 1.23E+08 1.23E+08 Intergenic 481300 NM_004622 TSN
chrX-9760 chrX 16866450 16867228 intron (NM_001198719, 21139 NM_0011987 RBBP7
intron 10 of 11) 19
chr16-12157 chrl6 56135853 56136912 + intron (NR_027078, 88624 NR_027078 LOC283856
intron 2 of 4)
chr4-15346 chrd 32931502 32932289 Intergenic 579235 NR_134672 LOC101927363
chr2-12541 chr2 2.16E+08 2.16E+08 Intergenic 44903 NM_004044 ATIC
chr13-2427 chrl3 23980998 23981624 intron (NM_014363, -11799 NR_103450 SACS-AS1
intron 2 of 9)
chr2-45684 chr2 1.55E+08 1.55E+08 + intron (NM_052917, -3727 NM_0013016  GALNT13
intron 2 of 12) 27
chr12-23022 chr12  1.28E+08 1.28E+08 Intergenic -3914 NR_120451 LOC101927637
chr3-26708 chr3 1.66E+08 1.66E+08 Intergenic -66500 NM_000055 BCHE
chr11-29327 chrll 31408635 31409474 intron (NM_181706, 17677 NM_181706 DNAJC24
intron 2 of 4)
chr1-1709 chrl 86046841 86049511 + exon (NM_001554, exon 1732 NM_001554 CYR61
4 of 5)
chr18-3599 chrl8 34324069 34324945 + intron (NM_025135, -81126 NR_132982 LOC105372071
intron 20 of 24)
chr18-4499 chrl8 19859755 19860816 Intergenic 110887 NM_005257 GATA6
chr13-4980 chrl3 98064143 98065035 Intergenic -21886 NM_021033 RAP2A
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chr2-23809 chr2 90018464 90019645 Intergenic 907170 NR_039635 MIR4436A
chr6-19736 chré 1.64E+08 1.64E+08 + Intergenic 19307 NR_134620 LOC102724152
chr2-5534 chr2 2.07E+08  2.07E+08 + intron (NM_003812, 33918 NM_003812 ADAM23
intron 2 of 25)
chr10-10438 chrl0 68081616 68082771 + intron (NM_001127384, -603599 NM_178011 LRRTM3
intron 12 of 17)
chrUn_gl000224- chru 12813 16077 + Intergenic -88058 NR_135482 LOC100505874
57 n_glo
0022
4
chr7-7193 chr7 96672389 96673141 Intergenic -18622 NM_005221 DLX5
chr11-8353 chrll 59897922 59898422 Intergenic 42035 NM_0012569 MS4A2
16
chr3-8337 chr3 1.47E+08 1.47E+08 + Intergenic -319102 NR_134937 LINC02032
chr2-23936 chr2 2.01E+08 2.01E+08 + Intergenic -172253 NR_004862 TYWS5S
chri3-550 chrl3 98279764 98280389 + Intergenic 193601 NM_021033 RAP2A
chr11-29319 chrll 27578588 27580361 + intron (NR_033315, -42880 NR_107054 MIR8087
intron 2 of 6)
chr2-29308 chr2 1.01E+08 1.01E+08 + Intergenic -10549 NR_103730 LINCO1104
chr18-7306 chr18 6993866 6995106 intron (NM_005559, 39810 NR_126040 LOC101927188
intron 34 of 62)
chrX-10417 chrX 1.53E+08 1.53E+08 + intron (NM_001110792, -20467 NR_031757 MIR718
intron 1 of 2)
chrX-11866 chrX 1.16E+08 1.16E+08 + Intergenic -144246 NM_0013214 LOC100126447
13
chr5-22756 chr5 911537 913408 + intron (NM_004237, 19503 NM_0011662  TRIP13
intron 10 of 12) 60
chr9-1661 chr9 85937292 85938042 + intron (NM_001244959, 9209 NM_0012449 FRMD3
intron 6 of 14) 61
chr8-9052 chr8 81838155 81839313 + Intergenic -51718 NM_0010337 ZNF704
23
chr15-3660 chrl5 56776381 56777011 + Intergenic -19361 NM_018365 MNS1
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chr15-7084 chrl5 63361385 63366215 + TTS (NM_001018008) 23164 NM_0010180 TPM1
08
chr16-4172 chrlé 3342506 3343257 + Intergenic 9394 NM_005741 ZNF263
chrd-23639 chrd 35773535 35774488 + Intergenic -471727 NR_122079 LOC439933
chr5-28835 chr5 95207897 95216160 + Intergenic 24092 NR_026936 LINC01554
chr3-17947 chr3 13147145 13148942 + Intergenic -33426 NM_0011343 IQSEC1
82
chr1-10085 chrl 1.48E+08 1.48E+08 + intron (NM_001037501, -19458 NR_049810 MIR5087
intron 18 of 19)
chr12-17021 chrl2  1.15E+08 1.15E+08 + exon (NM_005996, exon 1266 NM_005996 TBX3
10of7)
chr17-5330 chrl7 33337049 33337674 + non-coding (NR_037713, 29844 NM_002311 LIG3
exon 7 of 7)
chr5-14322 chr5 55736872 55737788 Intergenic 40266 NR_104664 LINC01948
chr6-24354 chré 1.18E+08 1.18E+08 intron (NM_173674, 5372 NM_173674 DCBLD1
intron 1 of 14)
chr7-10961 chr7 1.35E+08 1.35E+08 Intergenic -9580 NR_144293 AGBL3
chr9-15672 chr9 71061529 71062498 + intron (NM_021965, -89231 NR_121192 PGM5-AS1
intron 6 of 10)
chr18-9218 chrl® 14925001 14925920 Intergenic -20806 NR_104164 LINC01443
chr1-11099 chrl 77980752 77981768 intron (NM_174858, 167083 NM_015534 7773
intron 10 of 13)
chr14-2635 chrl4 76155295 76155921 + intron (NM_015072, 28057 NM_015072 TTLLS
intron 5 of 31)
chr3-19048 chr3 12912257 12913173 Intergenic 13995 NR_136189 LINC02022
chr9-3679 chr9 35962067 35962962 Intergenic -4363 NM_019897 OR2S2
chr21-1472 chr21 41973971 41974602 intron (NM_001389, 28407 NR_046774 DSCAM-IT1
intron 3 of 32)
chr9-6230 chr9 67926278 67927049 + promoter-TSS -98 NM_032250 ANKRD20A1
(NM_032250)
chr4-5507 chr4 42675032 42675657 + Intergenic -16222 NM_006095 ATP8A1
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chr7-18725 chr7 1.43E+08 1.43E+08 intron (NR_046453, 2746 NR_046453 CLCN1
intron 1 of 21)
chr17-9508 chrl7 25314709 25315605 Intergenic 101110 NR_135673 LOC105371703
chr15-9744 chrl5 1.01E+08 1.01E+08 promoter-TSS -155 NR_073405 PRKXP1
(NR_073405)
chr5-23943 chr5 1.71E+08 1.71E+08 Intergenic 35033 NR_037474 MIR3912
chr22-8294 chr22 50157396 50158464 Intergenic 61618 NM_0013048 BRD1
09
chr10-10090 chr10  1.19E+08 1.19E+08 Intergenic -16413 NM_173791 PDzZD8
chr5-18777 chr5 1.02E+08 1.02E+08 intron (NM_173488, 48314 NM_0012890 SLCO6A1
intron 6 of 13) 04
chr1-52629 chrl 1.52E+08 1.52E+08 Intergenic -27851 NM_0010099 HRNR
31
chr9-9349 chr9 80744785 80745544 Intergenic -98799 NM_002072 GNAQ
chr2-22687 chr2 1.49E+08 1.49E+08 intron (NM_018328, -251884 NM_181742 ORC4
intron 4 of 14)
chr20-12380 chr20 865331 866249 exon (NM_001322809, 31187 NM_0013228 ANGPT4
exon 4 of 8) 09
chrl1-19224 chrll 60267793 60268684 intron (NM_001164470, 7987 NM_0011644  MS4A12
intron 2 of 5) 70
chr19-13432 chrl9 47322931 47323715 Intergenic 10638 NR_024258 SNAR-E
chr2-37390 chr2 2.25E+08  2.25E+08 intron (NM_006216, 14615 NR_073116 SERPINE2
intron 1 of 8)
chr3-16857 chr3 1.67E+08 1.67E+08 intron (NR_126353, 14225 NR_126353 LINCO1327
intron 3 of 3)
chr2-17103 chr2 1.05E+08 1.05E+08 Intergenic -17134 NR_038231 LINCO1114
chr1-51757 chrl 2.1E+08 2.1E+08 promoter-TSS -128 NM_005525 HSD11B1
(NM_005525)
chr1-15123 chrl 1.48E+08 1.48E+08 Intergenic 56620 NM_0011016 NBPF11
63
chr14-7585 chrl4 24502175 24504312 intron (NR_102687, -2378 NR_102689 DHRS4L1

intron 1 of 3)
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chr21-855 chr21 31708844 31709721 TTS (NM_001077711) 730 NM_0010777 KRTAP27-1
11
chr15-7354 chrl5 34339471 34340367 intron (NM_012125, -8616 NM_020371 AVEN
intron 2 of 2)
chr6-18284 chré 36648625 36658741 3' UTR (NM_001220777, 7196 NM_0012207 CDKN1A
exon 3 of 3) 78
chr8-6985 chr8 83490568 83491324 Intergenic -333393 NR_134295 LOC101927141
chr15-13112 chrl5 33012686 33017724 intron (NM_013372, -4139 NR_109767 LOC100131315
intron 1 of 1)
chr3-14777 chr3 1.67E+08 1.67E+08 intron (NR_135545, 26832 NR_135545 LOC105374194
intron 2 of 2)
chr9-15542 chr9 1.24E+08 1.24E+08 intron (NM_032552, 69520 NM_032552 DAB2IP
intron 1 of 16)
chr2-31844 chr2 1.92E+08 1.92E+08 intron (NM_014905, 53761 NM_139266 STAT1
intron 17 of 17)
chr2-16942 chr2 1.13E+08 1.13E+08 Intergenic -22581 NM_032824 TMEMS878B
chr4_gl000193_ra chrd_ 78229 80193 intron (NR_038377, 9164 NR_038377 LINCO1667
ndom-69 glo0oo intron 1 of 5)
193 r
ando
m
chr11-4802 chrll 57774337 57774962 Intergenic -16704 NM_0010052 OR9Q1l
12
chr5-24563 chr5 67818274 67819342 Intergenic 230412 NM_0012424  PIK3R1
66
chr20-3684 chr20 42309655 42310801 intron (NM_001278610, 14569 NM_002466 MYBL2
intron 2 of 12)
chr12-3716 chrl2 62560278 62560903 intron (NM_178539, 26030 NM_178539 FAM19A2
intron 1 of 4)
chr7-18981 chr7 1.21E+08 1.21E+08 Intergenic -151085 NM_002851 PTPRZ1
chr7-6097 chr7 23355918 23356543 intron (NM_006547, 17290 NM_138446 MALSU1

intron 12 of 14)
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chr1-19747 chrl 1.02E+08 1.02E+08 Intergenic 193353 NR_110212 OLFM3
chr6-8735 chré 1.05E+08 1.05E+08 + Intergenic 676467 NM_0013210 HACE1
83
chr3-3322 chr3 60596379 60597004 + intron (NM_002012, 6912 NR_128708 MIR548BB
intron 4 of 9)
chr5-19765 chr5 5165459 5167045 + intron (NR_136935, 25809 NM_139056 ADAMTS16
intron 3 of 21)
chr2-32821 chr2 1.34E+08 1.34E+08 + intron (NM_207481, 27756 NR_110294 LOC101928161
intron 4 of 17)
chr12-1629 chrl2 1.04E+08 1.04E+08 + intron (NM_017564, 39931 NM_017564 STAB2
intron 5 of 68)
chr3-7028 chr3 1.64E+08 1.64E+08 + Intergenic 254751 NR_031665 MIR1263
chr18-1344 chr18 5073236 5074119 Intergenic 123578 NM_0011451  AKAIN1
94
chr14-5581 chrl4 66505072 66505832 + Intergenic -447637 NR_024338 LINC00238
chr15-4678 chrl5 25841774 25843076 + Intergenic -158250 NM_000462 UBE3A
chr15-16105 chrl5 21925452 21928450 + Intergenic 13788 NR_027053 LOC646214
chr6-15798 chré 9225440 9226537 + Intergenic 573546 NR_004855 HULC
chr2-16937 chr2 1.05E+08 1.05E+08 + Intergenic -1294 NR_038231 LINCO1114
chr13-8955 chrl3 99393686 99394649 + intron (NM_005073, 10762 NM_005073 SLC15A1
intron 1 of 22)
chr12-15701 chrl2 6334827 6336318 + intron (NM_001330312, 26090 NM_001769 CD9
intron 2 of 7)
chr10-16246 chrl0 87307577 87308366 Intergenic -29517 NR_038986 GRID1-AS1
chr18-6799 chrl8 14747653 14748687 promoter-TSS -69 NM_0011450 ANKRD30B
(NM_001145029) 29
chr5-24073 chr5 49660461 49662186 Intergenic 75911 NM_198449 EMB
chr13-6798 chrl3 34083545 34084820 intron (NM_001243476, 166790 NM_0012434  STARD13
intron 4 of 17) 76
chr6-15396 chré 1.18E+08 1.18E+08 Intergenic 101151 NM_138459 NUS1
chr7-22363 chr7 94060023 94063293 Intergenic 37785 NM_000089 COL1A2
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chr6-11355 chré 99318686 99319583 Intergenic 36554 NM_005604 POU3F2

chr4-16526 chr4 14405775 14406827 Intergenic 292709 NR_033931 LINC01085

chr2-33572 chr2 2.25E+08 2.25E+08 intron (NM_006216, 33786 NR_073116 SERPINE2
intron 3 of 8)

chr2-14712 chr2 1.31E+08 1.31E+08 Intergenic -30939 NM_207312 TUBA3E

chr1-29880 chrl 91586020 91587158 Intergenic -98777 NM_201269 ZNF644

chr21-4889 chr21 40823179 40824922 exon (NM_001317740, 270 NM_007341 SH3BGR
exon 1 of 6)

chr9-19547 chr9 97883112 97884265 + intron (NM_001243743, -35312 NR_036109 MIR3074
intron 10 of 14)

chr3-18661 chr3 75551788 75553013 + Intergenic -68134 NR_024241 FAM86DP

chr5-14650 chr5 39506122 39506905 + Intergenic -14020 NR_104632 LINC02104

chr18-6639 chrl® 52279231 52280006 + Intergenic 21228 NM_173629 DYNAP

chr3-10178 chr3 1.63E+08 1.63E+08 + Intergenic -12739 NR_033945 LINC01192

chr2-12371 chr2 18492473 18493521 + Intergenic 248962 NM_020905 RDH14

chr10-17441 chrl0 79595705 79596866 + intron (NM_004747, 90063 NM_004747 DLG5
intron 7 of 31)

chr5-23205 chr5 49849235 49850026 + Intergenic -112103 NM_0011780 PARPS8

55

chr8-10137 chr8 586712 588264 + intron (NM_001303100, -91707 NM_175075 TDRP
intron 5 of 5)

chr5-17189 chr5 5145703 5146575 + intron (NR_136935, 5696 NM_139056 ADAMTS16
intron 2 of 21)

chr2-10055 chr2 10654682 10655567 Intergenic 65270 NR_110597 LOC101929715

chr2-28398 chr2 60612398 60614236 intron (NR_132992, 1263 NR_039631 MIR4432
intron 1 of 1)

chr3-33158 chr3 1.67E+08 1.67E+08 + promoter-TSS -703  NR_135545 LOC105374194
(NR_135545)

chr10-11519 chr10  1.22E+08 1.22E+08 Intergenic 92061 NR_103717 LINC01561

chr15-13330 chrl5 33027016 33033698 Intergenic -19291 NR_109767 LOC100131315

chr12-3712 chrl2 53253803 53254555 Intergenic -11401 NM_173352 KRT78
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chr2-37346 chr2 2.16E+08  2.16E+08 + intron (NM_001306132, 62002 NM_004044 ATIC
intron 36 of 44)

chr10-18418 chr10 1217729 1218987 + Intergenic 12650 NR_015376 LINC00200

chr7-19799 chr7 64309444 64310527 intron (NR_073389, -53635 NM_021148 ZNF273
intron 2 of 2)

chr3-26532 chr3 83995504 83996259 + Intergenic 922845 NR_033860 LINC00971

chr9-5718 chr9 74427132 74428022 + Intergenic -43777 NM_013390 TMEM?2

chr1-44141 chrl 2.13E+08 2.13E+08 + Intergenic -16299 NR_125985 LINC01740

chr2-10406 chr2 1.51E+08 1.51E+08 + intron (NM_005168, 4391 NM_005168 RND3
intron 3 of 5)

chr18-1582 chrl8 14978955 14979455 Intergenic -8738 NR_110783 LINCO1444

chr8-13786 chr8 1.37E+08 1.37E+08 + intron (NM_006558, 142561 NM_006558 KHDRBS3
intron 6 of 8)

chr20-12945 chr20 11735349 11736553 Intergenic 115412 NR_110635 LINC00687

chr2-6323 chr2 1.23E+08 1.23E+08 Intergenic 147247 NM_004622 TSN

chr18-8279 chrl8 40511008 40512300 intron (NM_001272077, 184003 NM_002930 RIT2
intron 3 of 5)

chr4-9774 chra 53023877 53024783 Intergenic 106833 NM_145263 SPATA18

chr3-4481 chr3 1.65E+08 1.65E+08 intron (NR_125764, 48096 NR_125764 LINC01322
intron 1 of 5)

chr10-8723 chrl0 38439680 38440435 TTS (NM_001324256) -24542 NR_024524 LOC100129055

chr18-4857 chr18 46574400 46575456 intron (NM_017653, 1210 NR_039898 MIR4744
intron 16 of 16)

chr7-11570 chr7 96603123 96604048 + intron (NR_015448, -31705 NM_005222 DLX6
intron 2 of 2)

chr2-6449 chr2 1.23E+08 1.23E+08 Intergenic 601403 NM_004622 TSN

chr18-3016 chrl8 40439909 40440544 + intron (NM_002930, 255431 NM_002930 RIT2
intron 4 of 4)

chr10-22819 chrl0 26726611 26728583 + 5' UTR (NM_019043, 331 NM_019043 APBB1IP
exon 2 of 15)

chr9-9085 chr9 71011716 71012995 + intron (NM_021965, -39573 NR_121192 PGM5-AS1

intron 6 of 10)

x1



chr3-12160 chr3 84088069 84088825 Intergenic 830279 NR_033860 LINC00971

chrUn_gl000218- chrU 127873 129288 + Intergenic -31126 NR_037871 LOC100233156

32 n_glO

0021
8

chr2-37033 chr2 87575441 87577040 + Intergenic 154331 NR_039929 MIR4771-2

chr11-27207 chrll  1.01E+08 1.01E+08 + Intergenic 173379 NR_037485 MIR3920

chr10-14883 chrl0 771347 772367 + Intergenic -36249 NM_014974 DIP2C

chr2-8432 chr2 1.75E+08 1.75E+08 + intron (NR_038897, 1394 NR_038897 LINC01305
intron 1 of 2)

chrX-9256 chrX 1.45E+08 1.45E+08 + Intergenic -207588 NM_0011440  SLITRK2

04

chr15-12465 chrl5 20398043 20398829 + Intergenic -89561 NR_038836 CHEK2P2

chr7-21944 chr7 95592610 95593425 intron (NM_001278422, 191199 NM_0011355 DYNC1I1
intron 5 of 15) 57

chr9-20931 chr9 2610700 2611477 + intron (NR_015375, -10686 NM_0013222  VLDLR
intron 1 of 3) 26

chr8-13418 chr8 896545 897340 + intron (NM_001346810, 208394 NR_134292 LOC401442
intron 2 of 14)

chr7-16656 chr7 1.04E+08 1.04E+08 + intron (NM_199000, 120637 NM_199000 LHFPL3
intron 1 of 2)

chrX-12157 chrX 1.4E+08 1.4E+08 + Intergenic -23161 NR_031725 MIR320D2

chr4-10265 chr4 44018406 44019460 + promoter-TSS 55 NR_131959 LVCAT1
(NR_131958)

chr9-3129 chr9 18368162 18368787 + Intergenic -105605 NM_0010402 ADAMTSL1

72

chr6-22914 chré 1.65E+08 1.65E+08 + Intergenic -212343 NR_131926 MEAT6

chr16-6708 chrl6 61466302 61466956 + Intergenic -376959 NR_039624 MIR4426

chrX-10558 chrX 1.11E+08 1.11E+08 + intron (NM_014289, 8283 NM_014289 CAPN6
intron 2 of 12)

chr10-1534 chrl0 25419810 25420435 + intron (NR_120649, 18135 NR_120649 LINCO1516

intron 6 of 7)

xli



chr12-12611 chrl2 14707017 14707933 + intron (NM_024829, -13191 NR_120465 PLBD1-AS1
intron 1 of 10)

chr5-17749 chr5 1.07E+08 1.07E+08 + Intergenic -266748 NR_104671 LINC01950

chr8-16626 chr8 88386667 88387548 intron (NM_173538, 499189 NM_152418 DCAF4L2
intron 10 of 10)

chr5-3445 chr5 89716906 89717531 + Intergenic 11401 NR_105024 LOC731157

chr5-8159 chr5 1.01E+08 1.01E+08 + Intergenic -632063 NM_005668 ST8SIA4

chr10-5294 chrl0 2551168 2552187 + Intergenic -8023 NR_136146 LOC105376351

chr21-2887 chr21 28204940 28209546 + Intergenic 10485 NM_006988 ADAMTS1

chr20-7779 chr20 7755466 7756285 + Intergenic 165218 NM_017545 HAO1

chr1-40426 chrl 1.76E+08 1.76E+08 + Intergenic 34562 NR_002998 SCARNA3

chr5-5504 chr5 20972503 20973148 + Intergenic -396843 NM_0012919 CDH18

56

chr10-14491 chrl0  1.34E+08 1.34E+08 + intron (NM_001318879, 18756 NR_134911 STK32C
intron 2 of 11)

chr5-21589 chr5 1.7E+08 1.7E+08 + intron (NM_014592, 67875 NM_0012783  KCNIP1
intron 1 of 7) 39

chr16-949 chrlé 13959918 13960544 + Intergenic -53783 NM_005236 ERCC4

chr18-2467 chrl8 14510637 14511262 + TTS (NM_001137671) -12244 NR_024076 CXADRP3

chri4-15264 chr14 57578777 57579623 + Intergenic -156406 NR_026895 AP5M1

chr10-24952 chrl0 56318987 56319839 + intron (NM_001142771, 48304 NR_031642 MIR548F1
intron 2 of 34)

chr9-8252 chr9 2319435 2320395 + Intergenic 161459 NM_0012894 SMARCA2

00

chr5-2673 chr5 5658311 5659062 + Intergenic 235900 NM_015325 ICE1

chr2-39984 chr2 1.23E+08 1.23E+08 Intergenic 448145 NM_004622 TSN

chr14-6674 chrl4 21788019 21788912 intron (NM_020366, 32329 NM_020366 RPGRIP1
intron 11 of 23)

chr9-14787 chr9 75778316 75792453 TTS (NM_000700) 18737 NM_000700 ANXA1

chr1-10064 chrl 17188268 17188768 Intergenic -3002 NR_037446 MIR3675

xlit



chr6-17058 chré 1.32E+08 1.32E+08 + 3' UTR (NM_001901, 3029 NM_001901 CTGF
exon 5 of 5)

chr9-20642 chr9 74960852 74964748 + Intergenic 16708 NM_0012782  ZFANDS5
45
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