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Introduction

I. Le syndrome Micro-Warburg

Le syndrome Micro-Warburg a été décrit pour la premiére fois en 1993 par Warburg

et al. (1) chez trois apparentés issus d’une famille consanguine pakistanaise.

A. Clinique

Les principaux signes cliniques sont un retard mental sévere, une microcéphalie, une
hypoplasie/agénésie du corps calleux, une cataracte congénitale, une microphtalmie, une
microcornée et un hypogénitalisme (2)(3)(4).

Pendant la période postnatale, a I'exception des signes ophtalmologiques, les signes
cliniques et dysmorphigues sont peu marqués. La majorité des patients naissent avec une
taille normale et développent un retard de croissance postnatal (a I'exception de quelques

patients qui présentent un retard de croissance intra-utérin).

1. Signes ophtalmologiques

C’est I'atteinte oculaire qui suggere a la naissance le diagnostic de Micro-Warburg (5).
Les anomalies oculaires comprennent une cataracte congénitale bilatérale, une
microphtalmie (définie par une longueur axiale de I'ceil diminuée d’au moins -2DS par
rapport a la moyenne a un age donné), une microcornée (diametre cornéen entre 5,5 et 7,5
mm versus 9 et 10,5 pour la normale) et des pupilles de petite taille avec une membrane
pupillaire persistante a I'origine de la cataracte. Les pupilles sont également atoniques : elles
ne réagissent pas a la lumiére ou aux agents mydriatiques. Malgré une chirurgie de la
cataracte recommandée, l'acuité visuelle des patients reste tres faible (perception
uniquement de la lumiere) en raison d‘une atrophie optique progressive et d’un déficit visuel

cortical, confirmé par un électrorétinogramme normal et I'absence de potentiels évoqués
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visuels (6). D’autres anomalies ont été décrites: colobome rétinien (2) et synéchie

postérieure (1).

2. Anomalies cérébrales

Les anomalies cérébrales associées au Micro-Warburg incluent une microcéphalie
postnatale (-4 a -6 DS), une microcéphalie congénitale a été rarement observée. Des
malformations telles qu’une polymicrogyrie et une hypoplasie/agénésie du corps calleux,
sont mises en évidence par IRM et sont certainement responsables de |'épilepsie dont
souffrent certains patients. La polymicrogyrie est le plus souvent localisée au niveau des
lobes frontaux et pariétaux, mais elle peut étre plus étendue aux lobes temporaux ou a
I’ensemble du cortex. Des fissures sylviennes élargies et des espaces sous-duraux augmentés
sont également constants. D’autres anomalies ont été rapportées: pachygyrie,
lissencéphalie, atrophie corticale ou subcorticale, ventriculomégalie, citerne cérébello-
médullaire élargie, hypoplasie cérébelleuse, hypoplasie du vermis cérébelleux, anomalies de

la myélinisation.

La polymicrogyrie, la pachygyrie et la lissencéphalie sont des dysgénésies corticales,
pathologies développementales liées a un trouble de la mise en place du cortex cérébral.

— La polymicrogyrie est une malformation corticale caractérisée par une surface
corticale irréguliere et un nombre excessif de petits gyri partiellement fusionnés et
séparés par des sillons peu profonds. On peut observer a I'IRM un aspect en chou-
fleur correspondant a ce plissement excessif. Elle résulte d’'une anomalie de
I’organisation corticale.

— La pachygyrie est définie par une giration rudimentaire avec de rares sillons et des
circonvolutions espacées et un cortex anormalement épais, alors que I'agyrie est
caractérisée par une surface du cortex lisse et un cortex également épaissi. Elles
résultent d’une anomalie de migration neuronale.

— La lissencéphalie qui signifie « cerveau lisse » est une malformation cérébrale qui

consiste en une agyrie ou une pachygyrie diffuse.
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Dans le cas ou une microcéphalie et une simplification gyrale sont associées, le

mécanisme peut étre un défaut de prolifération neuronale ou gliale (7).

Le corps calleux est la principale commissure interhémisphérique. Sa mise en place
est complexe comme le reflete la fréquence d’'une anomalie du corps calleux (agénésie
partielle ou totale ou hypoplasie) dans de nombreuses anomalies chromosomiques, et plus
de 60 syndromes, mais également des causes exogénes (8). Au cours du développement,
deux mécanismes principaux conduisent a une agénésie compléte du corps calleux: 1/ un
défaut de la neurogenése conduit a une absence d'axone 2/ les axones du corps calleux
existent mais ne parviennent pas a traverser la ligne médiane : dans ce cas ils vont former
des faisceaux nommés bandelettes de Probst qui resteront de part et d'autre de la ligne

médiane.

3. Anomalies du développement

Un retard de développement moteur et mental sévére apparait progressivement. Au
cours des 4 premiers mois, le développement semble normal puis le retard apparait. Les
patients n’acquiérent pas la parole ou seulement quelques mots, ils sont incapables de
marcher et de s’assoir. Une hypotonie congénitale est caractéristique, puis a partir de 8-12
mois de vie, une spasticité des membres inférieurs s’installe, entrainant des contractures.
Cette spasticité est progressive et peut atteindre les membres supérieurs conduisant a une
guadriplégie. L'étude de la conduction nerveuse met en évidence une neuropathie
périphérique axonale progressive.

D’autres signes peuvent étre présents : scoliose et cyphose ainsi que des anomalies

des extrémités (9).

4. Hypogénitalisme

Le microgénitalisme associé au Micro-Warburg, a la naissance, est surtout visible
chez les garcons avec micropénis et cryptorchidie, mais il peut étre aussi recherché chez les

filles (hypoplasie des petites levres et du clitoris, orifice vaginal de petite taille). Cet
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hypogonadisme semblerait étre d’origine centrale : en effet, chez un patient I’'administration
d’hCG a été efficace (9). Ensuite la puberté est retardée, I'hypogénitalisme est alors évident

chez les filles atteintes avec I'absence de menstruations et de développement des seins.

5. Dysmorphie faciale

La dysmorphie faciale est peu caractéristique, mais associée au phénotype oculaire,
elle est reconnaissable. Elle inclut une racine de nez proéminente, un nez court avec des
narines antéversées, des fentes palpébrales courtes, des yeux enfoncés dans les orbites, une
micrognathie, de grandes oreilles ou des oreilles implantées basses et orientées vers
I'arriére, un philtrum marqué long ou court et un palais haut arqué. Une ligne simienne et

une hypertrichose peuvent étre également présentes.

6. Atteintes rénales

Quelques cas d’anomalies rénales ont été rapportés : hydronéphrose (5), fusion

postérieure des deux reins et un rein gauche ectopique (4).

B. Epidémiologie

Le WARBM est un syndrome extrémement rare dont la prévalence reste inconnue. Il

est possible qu’il soit sous-diagnostiqué en raison d’une méconnaissance du syndrome.

C. Diagnostic

Un examen ophtalmologique complet est recommandé chez tout enfant suspecté
d’étre atteint de WARBM, puisque les signes oculaires sont primordiaux pour le diagnostic.
Celui-ci inclut un examen général de I'ceil pour estimer la taille du globe oculaire et une
échographie oculaire permettant de mesurer précisément le globe et de visualiser les

structures internes de |'ceil.
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L'IRM cérébrale et des orbites permet de vérifier la présence du nerf optique et des
muscles extra oculaires et de détecter les anomalies cérébrales associées. Une échographie
rénale doit étre également effectuée puisque quelques malformations rénales ont été

décrites dans le WARBM.

Le syndrome de Martsolf (OMIM 212720) est une entité clinique trés proche mais
moins sévére que le WARBM, qui a été décrite par Martsolf en 1978 (10). En effet, I'atteinte
oculaire comprend une microphtalmie et une cataracte congénitale bilatérale. Par contre
I’atrophie optique et le déficit visuel cortical sont absents. La microcéphalie et la déficience
intellectuelle sont également moins prononcées que dans le WARBM. Les autres anomalies
cérébrales (polymicrogyrie, pachygyrie, agénésie/hypoplasie du corps calleux) sont absentes.
La spasticité progressive des membres semble limitée aux membres inférieurs. Et il n’existe
pas de dysmorphie faciale notable si ce n’est une hypertrichose. Cette similitude s’explique
par le fait que ces deux syndromes appartiennent au spectre phénotypique de la méme

maladie due a des mutations des mémes genes.

Le diagnostic moléculaire confirmera le diagnostic de WARBM ou Martsolf par la
recherche de mutations dans les 4 genes actuellement connus: RAB3GAP1, RAB3GAP2,
RAB18 et TBC1D20.

D. Diagnostic différentiel

Le WARBM appartient a un groupe de syndromes associant un retard mental sévere,
une cataracte infantile, des contractures, un hypogénitalisme et une microcéphalie. Il doit

étre considéré dans le diagnostic différentiel des cataractes congénitales.

1. Foetopathies infectieuses

Pour tout enfant présentant une atteinte oculaire et une microcéphalie, des
sérologies permettront d’exclure une cause infectieuse (cytomégalovirus, rubéole,

toxoplasmose) pouvant donner les mémes signes cliniques.
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2. Anomalie chromosomique

Les microdélétions 1p36 (11) et 1g21.1 (12) sont associées a un retard mental
modéré, une microcéphalie, des anomalies cardiaques et une cataracte. Une CGH-array

permettra d’éliminer la présence d’une de ces deux anomalies.

3. Le syndrome cérébro-oculo-facio-squelettique COFS

Ce syndrome (OMIM 214150) initialement décrit par Pena et Shokeir (13) est
caractérisé par une microcéphalie congénitale, une cataracte congénitale et/ou
microphtalmie, une arthrogrypose, une hypotonie axiale, un retard de développement
psychomoteur sévere, un retard de croissance staturo-pondéral (principalement postnatal),
une cypho-scoliose et une ostéoporose. La dysmorphie faciale associe un nez proéminent,
des oreilles larges, une suture métopique proéminente, un micrognathisme. Une
photosensibilité cutanée, une neuropathie périphérique, une surdité de perception et une
rétinopathie pigmentaire peuvent étre observées. Le syndrome COFS constitue la forme
extréme, prénatale, du spectre clinique du syndrome de Cockayne, appartenant a la famille
des maladies de la réparation de I'ADN. Le diagnostic repose sur la mise en évidence d'un
défaut de réparation de I'ADN sur fibroblastes en culture par un test d'irradiation aux
ultraviolets. De transmission autosomique récessive, il est di a des mutations des génes

ERCC1, ERCC2, ERCC5 et ERCCS.

4. Le syndrome CAMAK ou CAMFAK

Le CAMFAK ou CAMAK syndrome (acronymes désignant les différents signes
observés, OMIM 212540) correspond a I'association d'une cataracte, une microcéphalie, une
hypoplasie cérébelleuse, une agénésie du corps calleux, un retard mental sévére, une cypho-
scoliose, avec ou sans arthrogrypose ou retard staturo-pondéral et un hypogénitalisme.
Microcornée et microphtalmie sont absentes du tableau clinigue. De plus

I’électrorétinogramme et les potentiels évoqués visuels sont normaux. La transmission serait
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autosomique récessive (14), mais la réalité de cette entité clinique est discutée, certains
auteurs ayant suggéré que l'association CAMFAK ou CAMAK pouvaient étre des formes a
début précoce du syndrome Cockayne (15) avec démyélinisation centrale et périphérique,
ou encore représenter des équivalents du syndrome COFS. Cette hypothése sera confirmée

lorsque les bases moléculaires de ce syndrome seront élucidées.

5. Le syndrome de Neu-Laxova

Le syndrome de Neu-Laxova (OMIM 256520) est un syndrome polymalformatif Iétal
rare. Les nouveau-nés atteints sont morts nés ou décédent peu apres la naissance.

Les principales manifestations sont un retard de croissance intra-utérin (RCIU), une
microcéphalie sévere, une ichthyose et une dysmorphie faciale. D'importantes anomalies du
systéme nerveux central sont présentes : lissencéphalie, hypoplasie cérébelleuse et du tronc
cérébral, ventricules élargis et anomalie ou agénésie du corps calleux. Les caractéristiques
faciales incluent un proptosis sévére avec ectropion (donnant l'impression d'une absence de
paupiéres), un hypertélorisme, une micrognathie, un nez aplati, et des oreilles malformées.
Les levres sont épaisses, la bouche est arrondie et ouverte. D'autres malformations peuvent
étre présentes de maniere variable, incluant anomalies des membres (contractures et
parfois anomalies du rayon radial), anomalies de |'appareil génital externe, cataracte
congénitale, microcornée et arthrogrypose multiple. Pendant la grossesse, |I'échographie du
2° trimestre peut montrer un hydramnios, un RCIU, des structures osseuses hypoéchogénes,
une microcéphalie, des yeux proéminents avec absence de paupiéres, une rétrognathie, une
activité foetale réduite, une restriction des mouvements foetaux avec déformation des
membres en flexion et un oedeme.

La transmission est autosomique récessive et récemment le gene PHGDH qui code

pour une enzyme du métabolisme de la sérine, a été impliqué (16).

6. La microphtalmie de Lenz

La microphtalmie de Lenz (OMIM 309800 et 300166) est un syndrome comprenant

une atteinte oculaire avec microphtalmie ou plus rarement anophtalmie. La microphtalmie
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est souvent associée a une microcornée, un glaucome et une cataracte. Un colobome est
présent dans 60% des cas. Des malformations des oreilles, des dents, du squelette (clavicules
mal développées, cypho-scoliose) et des doigts (syndactylie, clinodactylie, camptodactylie),
de I'appareil génito-urinaire (hypoplasie rénale, cryptorchidie) et une microcéphalie sont
souvent associées. Environ 60% des garcons atteints (transmission liée a I’X) présentent un
retard mental et un retard de croissance. Deux génes ont été identifiés sur I’X : BCOR et

NAA1O.

7. Le syndrome de Smith-Lemli-Opitz

Le syndrome de Smith-Lemli-Opitz (OMIM 270400) est caractérisé par des anomalies
congénitales multiples, un déficit intellectuel et des troubles du comportement. Les patients
présentent aussi un retard de croissance avec rhizomélie. Les troubles du comportement
sont multiples : traits autistiques, hyperactivité, comportements d'automutilation et
troubles du sommeil. Les anomalies sont cérébrales (hypoplasie ou agénésie du corps
calleux, holoprosencéphalie et microcéphalie), cranio-faciales (ptosis, aréte nasale large,
racine du nez courte, narines antéversées, micrognathie, strabisme, nystagmus, cataracte,
fente palatine ou luette bifide), génitales (micropénis, hypospadias, organes génitaux
ambigus), cardiovasculaires (auriculaires et défauts du septum ventriculaire : persistance du
canal artériel, canal atrio-ventriculaire), gastro-intestinales (reflux gastro-oesophagien,
sténose du pylore, malrotation, et aganglionose colique). Des anomalies des extrémités sont
également présentes (polydactylie post-axiale des mains ou des pieds, syndactylie des 2° et
3° orteils, pouces courts). Le SLOS est d{i a un déficit de la synthése du cholestérol, causée
par des mutations dans le gene DHCR7 (11g13.4). La transmission est autosomique

récessive.

8. Cataracte congénitale-dysmorphie faciale-neuropathie

Ce syndrome (OMIM 604168) est caractérisé par une cataracte congénitale, une
microcornée, une dysmorphie faciale (nystagmus, rétrognathie) et une neuropathie. Les

autres signes présents sont un retard de développement et un hypogonadisme. La
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neuropathie périphérique motrice est progressive jusqu’a I’age adulte et est associée a des
déformations du squelette. La biopsie des nerfs montre une hypomyélinisation a laquelle
peut s’ajouter une démyélinisation et une dégénération axonale chez les sujets plus agés. Il

est d0 a des mutations du gene CTDP1. La transmission est autosomique récessive.

E. Prise en charge

Il n'existe pas de traitement spécifique du WARBM et la prise en charge est
symptomatique. Le traitement conventionnel de la cataracte ainsi qu’un suivi
ophtalmologique est conseillé. Un traitement antiépileptique et un suivi neurologique
doivent étre mis en place. Les patients atteints de WARBM nécessitent une assistance
continue en raison de la sévérité de leur retard mental et moteur. Une kinésithérapie est

essentielle pour I’"hypotonie puis la spasticité et les contractures dont souffrent les patients.

Il. Physiopathologie du syndrome Micro-Warburg

A. Bases génétiques et mode d’héréditeé

Le WARBM se transmet sur un mode autosomique récessif.
Actuellement 4 génes ont été identifiés : RAB3GAP1, RAB3GAP2, RAB18 et TBC1D20

qui codent pour des protéines impliquées dans le transport membranaire.

1. RAB3GAP1 et RAB3GAP2

RAB3GAP1 (OMIM 602536) est un géne de 118,45 kb localisé en 2qg21.3. Il est
constitué de 24 exons et code pour une protéine de 981 acides aminés (transcrit
majoritaire), qui est la sous-unité catalytique du complexe Rab3GAP. Rab3gapl a été isolé
pour la premiére fois a partir de la fraction soluble synaptique issue de cerveau de rat, et il a

été montré que cette protéine de 130 kDa possédait une activité GAP spécifique pour Rab3

28

LEGRAND
(CC BY-NC-ND 2.0)



in vitro (c’est a dire qu’elle active l'activité GTPase de Rab3). De plus elle est
particulierement présente au niveau synaptique, mais elle est également exprimée dans le
cytosol et dans de nombreux tissus. L’activité catalytique est localisée dans la région C-
terminale (acides aminés 601 a 981) (17). Un autre transcrit comprenant 22 exons (exon 1
alternatif et exons 2 et 3 absents) a été décrit, il code pour une protéine plus petite de 50

acides aminés en N-terminal, mais qui partage le domaine RabGAP en C-terminal (18).

Ce géne a été le premier impliqué dans le WARBM par Aligianis et Al. (19) en 2005.
Une analyse de liaison dans 8 familles consanguines d’origine pakistanaise et marocaine, a
permis d’identifier une région d’homozygotie dans 5 familles, puis le séquencage des 6
génes candidats de la région a mis en évidence des mutations inactivatrices de RAB3GAP1.
Pour conforter le réle de RAB3GAP1 dans le WARBM, son expression au cours du
développement, chez la souris a été étudiée : elle est élevée dans le systeme nerveux central
et périphérique ainsi que dans les yeux. Depuis de nombreuses autres mutations ont été
décrites dans le WARBM (18)(20)(21)(22) essentiellement dans des familles originaires du
Movyen Orient. La plupart des mutations décrites sont des mutations avec décalage du cadre
de lecture, mutations d’épissage ou mutations non-sens qui affectent la fonction de la
protéine ou entrainent une dégradation de ’ARNm par le NMD (nonsense mediated decay),
elles sont compatibles avec I'"hypothése que le WARBM est di a une perte de fonction de
RAB3GAP1. Deux mutations avec décalage du cadre de lecture ont été décrites dans le
dernier exon du géne, les transcrits qui en résultent ne sont donc pas soumis au NMD, ceci
montre que la fin du domaine C-terminal de la protéine est essentiel a 'activité catalytique
ou a la stabilité de la protéine. Récemment deux mutations faux-sens affectant des acides
aminés trés conservés ont été identifiées chez des patients WARBM. Enfin pour la premiere
fois en 2013, une mutation avec décalage du cadre de lecture (c.9delC, p.Asp4Thrfs*51) a
été décrite dans une famille avec un phénotype de Martsolf (18). Les auteurs ont montré
que l'effet délétére de cette mutation était en partie corrigé par l'augmentation de
I'expression du transcrit alternatif de RAB3GAP1, ce qui expliquerait le phénotype moins

sévere des patients.

Afin de mieux comprendre le réle de RAB3GAP1, la souris KO rab3gapl-/- a été

étudiée. Elle est viable, fertile et ne présente aucune des anomalies oculaires ou cérébrales
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décrites dans le WARBM. La forme active de Rab3A s’accumule dans le cerveau, ce qui
confirme I'activité de RAB3GAP1 in vivo et son role de limiter le nombre de Rab3A actives.
De plus, I'absence de rab3gapl chez la souris, entraine une inhibition de la libération de
glutamate médiée par le calcium dans les synaptosomes cérébro-corticaux et altere la

plasticité a court terme dans la région CA1 d I'hippocampe (23).

RAB3GAP2 (OMIM 609275) est un gene de 124,23 kb localisé en 1g41. Il est constitué
de 35 exons et code pour une protéine de 1393 acides aminés, qui est la sous-unité non
catalytique de RAB3GAP. En effet, Rab3GAP2 a été isolée pour la premiere fois avec
Rab3GAP1, puis il a été montré que les deux protéines formaient un complexe in vitro et co-
immunoprécipitaient in vivo. Rab3GAP2 ne modifie pas I'activité de Rab3GAP1 in vitro, son
role serait donc de stabiliser, réguler ou localiser Rab3GAP1. Chez le poisson zébre, son
expression au cours du développement est plus restreinte que celle de Rab3GAP1:
Rab3GAP1 a une expression ubiquitaire alors que celle de Rab3GAP2 est limitée au niveau
du SNC. De plus, les deux protéines ont un profil d’expression partiellement chevauchant

mais tout de méme distinct dans le cerveau et I'ceil (24).

La premiere mutation décrite de RAB3GAP2 a été identifiée chez 3 enfants
consanguins d’origine pakistanaise atteints de Martsolf (24). Cette mutation faux-sens
(c.2154G>T, p.Gly1051Cys), entraine un saut hors phase de I'exon 28 avec une expression
résiduelle du transcrit sauvage. Alors il était difficile de déterminer si la perte de Rab3GAP2
était moins délétere que celle de Rab3GAP1 ou si I'expression résiduelle de la protéine
normale expliquait le phénotype moins sévere des patients Martsolf. Une mutation de
RAB3GAP2 a ensuite été identifiée chez une petite fille atteinte de WARBM, issue d’une
famille consanguine turque, accréditant la deuxiéme hypothese (25). En effet cette
mutation, délétion en phase de 9 pb dans I'exon 6, entraine la perte de 3 acides aminés tres
conservés et n’a pas d’impact sur I'épissage. Ainsi des mutations hypomorphes de
RAB3GAP2 expliqueraient le phénotype du Martsolf, alors que des mutations perte de
fonction séveres donneraient un WARBM. Et plus récemment Handley et Al. ont identifié
d’autres mutations de RAB3GAP2 a I'origine de WARBM ou de syndrome de Martsolf qui

confirment comme pour RAB3GAP1 la corrélation génotype-phénotype : des mutations avec
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décalage du cadre de lecture et non sens conduisent au WARBM et des mutations faux sens

conduisent a un Martsolf.

2. RAB18

RAB18 (OMIM 602207) est un gene de 38.06 kb localisé en 10p12.1. Il est constitué
de 7 exons et code pour une protéine de 206 acides aminés. Cette protéine est trés
conservée au cours de I'évolution, elle est exprimée dans de nombreux tissus avec un niveau
d’expression élevé dans le cerveau et le cceur. De nombreuses localisations cellulaires et
fonctions ont été décrites. Par exemple, dans les cellules neuroendocrines I'expression
inductible de RAB18 serait liée a la répression de I'exocytose des granules de sécrétion (26).
Il est intéressant de noter que Rab3A a un réle similaire dans les cellules neuroendocrines
mais que les deux GTPases s’associent a des populations de vésicules différentes, ce qui
suggere qu’elles agissent a des étapes différentes du processus de sécrétion. Dans les
adipocytes, les fibroblastes et les cellules épithéliales, Rab18 est localisée d’une part au
niveau des vacuoles lipidiques et jouerait un rble dans le métabolisme des lipides
(lipogéneése et lipolyse) (27)(28)(29). Et d’autre part elle serait aussi localisée au niveau du RE
et de I'appareil de Golgi ou elle participerait aux échanges entre ces deux compartiments
(30) ; ainsi qu’au niveau des peroxysomes (31). Mais la fonction de Rab18 dans le SNC, ses
partenaires (effecteurs et régulateurs), ainsi que son lien avec Rab3GAP1 et Rab3GAP2

restent aujourd’hui inconnus.

Chez des patients atteints d’acromégalie, il a été montré que I'expression de RAB18
est inhibée dans les cellules somatotropes hypophysaires, ce qui pourrait en partie expliquer
I’"hypersécrétion d’hormone de croissance (32).

RAB18 a été impliqué dans le WARBM par Bem et al. grace a I'étude de familles
consanguines d’origine pakistanaise et turque (33). Par analyse de liaison puis séquencage
des genes de la région candidate identifiée, 4 mutations de type perte de fonction ont été
ainsi mises en évidence dans le géne RAB18. Deux mutations (c.71T>A, p.Leu24Gln et
€.277_279del, p.Arg93del) entrainent une perte de liaison au GTP/GDP, qui est indispensable

a la fonction et la bonne localisation subcellulaire de la protéine; une mutation (c.619T>C,

31

LEGRAND
(CC BY-NC-ND 2.0)



p.X207GInextX20) abolirait le site de prénylation en C-terminal et ainsi I'adressage de la
protéine a la membrane , et une délétion de I’exon 2 responsable d’'un décalage du cadre de
lecture pourrait étre a I'origine d’une dégradation du transcrit par le NMD ou donnerait une
protéine de 25 acides aminés sans le site catalytique du domaine RAB (son effet n’a pas été
étudié). Une autre mutation de RAB18 a par la suite été identifiée par Handley et Al. (18).

Les auteurs ont étudié le role de Rab18 chez le poisson zébre par morpholino afin de
confirmer son implication dans le WARBM. Les anomalies observées étaient : microcéphalie,
microphtalmie, cedéeme péricardique, développement retardé de la machoire, taille
diminuée et un retard global du développement. Ce phénotype montre bien le role de
RAB18 dans le développement et son réle conservé au cours de I'évolution. Les auteurs ont
fait également plusieurs hypothéses pour expliquer I'implication de RAB18 dans le WARBM.
Tout d’abord son role dans le métabolisme des lipides pourrait expliquer le phénotype
neuronal. En effet, le cholestérol est impliqué dans de nombreux processus comme la
prolifération des cellules gliales, la croissance des neurites, la synaptogénése, la
myélinisation. Il joue un r6le dans la formation des vésicules synaptiques, leur exocytose et
la plasticité neuronale. Des études protéomiques suggéraient la présence de Rabl8 au
niveau synaptique, mais le réle synaptique de Rab18 était alors inconnu et le lien entre
I'altération du métabolisme du cholestérol et le phénotype dans le WARBM n’a pas encore
été démontré. Il est intéressant de noter que, bien que différentes, des malformations
cérébrales, oculaires et génitales sont aussi présentes dans le syndrome de Smith-Lemli-
Opitz, qui est di a une altération du métabolisme du cholestérol. Une autre hypothese était
un lien entre les voies Rab3 et Rab18 et notamment que RAB3GAP1 ne serait pas spécifique
de la voie Rab3, mais pourrait aussi réguler I'activité de Rab18. Handley et Aliaginis ont
également fait cette hypothése en se basant sur le fait que les vésicules de sécrétion et les
vésicules synaptiques partageaient de nombreuses protéines, ainsi au niveau synaptique les
3 protéines pourraient interagir au sein d’'une méme voie (34).

L’étude de nouvelles familles ainsi que celles déja décrites dans la littérature, soit au
total 153 familles présentant un phénotype caractéristique (144 avec un WARBM et 9 avec
un Martsolf), a permis d’identifier des mutations de RAB3GAP1 dans 41% des cas, des
mutations de RAB3GAP2 dans 7% des cas et des mutations de RAB18 dans 5% des cas (ces
mutations sont toutes représentées dans la figure 1). L'étude de corrélation génotype-

phénotype établit clairement que ces deux syndromes appartiennent a un continuum
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phénotypique en relation avec la nature et la sévérité de la mutation : les mutations de type
perte de fonction donnent un WARBM, alors que les mutations hypomorphes (c’est-a-dire
gue le géne a une fonction résiduelle) conduisent a un syndrome de Martsolf. Elle montre
également qu’aucune distinction clinique ne peut étre faite en fonction du gene impliqué. La
seule distinction possible a été observée a I'IRM pour les patients avec une mutation de
RAB3GAP2, ol le phénotype semble moins sévere avec une polymicrogyrie limitée au cortex
frontal, sans atteinte cérébelleusse ou de la substance blanche. Cette étude suggére aussi
une plus grande hétérogénéité génétique du fait que pres de la moitié des cas seulement

sont expliqués par des mutations de ces 3 génes (18).
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Figure 1 : Ensemble des mutations identifiées dans les génes RAB3GAP1, RAB3GAP2 et
RAB18 d'apres Handley et al. (18).
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3. TBCiD20

Trés récemment un nouveau gene TBC1D20 a été identifié grace a la comparaison du
phénotype observé chez des souris bs (bs pour blind sterile) et celui du WARBM. En effet ces
souris présentent une cataracte congénitale ainsi qu’une infertilité. Par contre, elles ne
présentent aucune anomalie cérébrale ou neuromusculaire comme les souris KO rab3gap1.
Par clonage positionnel, une mutation dans le gene Thc1d20 a été identifiée. Chez la souris la
protéine tbc1d20 a une activité GAP pour RAB1 et RAB2 et la mutation causale du
phénotype bs conduit a une perte de fonction de la protéine. Le phénotype cellulaire a été
étudié sur fibroblastes d’embryons de souris bs : une hypertrophie de I'appareil de Golgi et
une formation aberrante de gouttelettes lipidiques cytosoliques ont été mises en évidence.
Les auteurs ont fait ’hypothése que TBC1D20 pouvait étre impliqué chez ’'homme dans le
WARBM, ils ont ainsi séquencé TBC1D20 chez 77 familles atteintes de WARBM sans
mutation retrouvée dans les 3 génes connus et ils ont identifié 5 mutations homozygotes de
type perte de fonction dans ce gene. De plus, ils ont montré que les fibroblastes humains
déficients en TBC1D20, Rab3GAP1 et Rab18 présentaient tous une augmentation de la taille
des vacuoles lipidiques. Ainsi une anomalie du métabolisme des lipides pourrait étre
associée pour la premiére fois au WARBM (35). Les mutations de TBC1D20 expliquent

environ 5% des cas de WARBM, ce qui suggere que d’autres genes sont encore a découvrir.

Les RabGTPases ont un réle dans les transports vésiculaires et dans le remodelage
des organites intracellulaires. Rab1 et Rab2 jouent un réle dans I'arrimage et la fusion des
vésicules au cours du le transport entre le RE et I'appareil de Golgi (36)(37). Il est possible
que TBC1D20 ait un réle critique dans ce remodelage au cours de la maturation des cellules
des testicules et du cristallin a I'origine du phénotype chez la souris et 'homme.

Le défaut du métabolisme des lipides commun au déficit en TBC1D20, Rab3GAP1 ou
Rab18 suggere une voie cellulaire commune impliquée dans le WARBM. En effet, Rab18 était
déja connu comme une protéine associée aux vacuoles lipidiques et son implication dans le
métabolisme des lipides a été démontrée (38). Une étude chez la drosophile avait également
montré un lien entre Rab1l et la taille des vacuoles lipidiques, ce qui conforte le role de

TBC1D20 dans le métabolisme des vacuoles lipidiques (39). Par contre le complexe Rab3GAP
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n’'a jamais été impliqué dans le métabolisme des vacuoles lipidiques ou des lipides; des
études d’association ont seulement montré un lien entre RAB3GAP1 et le taux de cholestérol
total et de cholestérol HDL (40).

Des anomalies des vacuoles lipidiques pourraient avoir un réle en pathologie
humaine. Leur accumulation a été observée dans plusieurs paraplégies spastiques
héréditaires comme le syndrome neurodégénératif sévere par déficit en BSCL2, la paraplégie
spastique autosomique dominante type 17 et la paraplégie spastique autosomique récessive
type 20 (41). Une diminution de la taille des vacuoles lipidiques a également été observée en
cas d’inactivation du gene ATLI (OMIM 606439). Celui-ci code pour une GTPase, I'Atlastine
qui a un role dans la formation du RE tubulaire impliqué dans la synthése des lipides. Des
mutations de ATL1 sont décrites dans la paraplégie spastique type 3A responsable de
spasticité progressive comme dans le WARBM (42). Enfin la cutis laxa de type 3A
caractérisée par un chevauchement phénotypique avec le WARBM : cataracte,
microcéphalie, hypogénésie du corps calleux, retard mental, hypotonie et spasticité
progressive avec contractures, est due a des mutations de ALDH18A1. Le chevauchement
des deux syndromes s’étend au niveau cellulaire avec la mise en évidence de vacuoles

lipidiques de grande taille dans les fibroblastes de patients atteints (43).

La souris bs pourrait ainsi étre un modele pour le WARBM, malgré la différence
phénotypique entre la souris et 'homme qui a été attribuée a des différences inter-especes
de la redondance des voies Rab. Une autre hypothese serait que des genes modificateurs

pourraient expliquer la variabilité phénotypique.

B. Rappels sur la transmission synaptique et la plasticité neuronale

1. Rappels sur la transmission synaptique

La transmission synaptique correspond a la libération de neurotransmetteurs a partir
des vésicules synaptiques. Ce processus est initié par 'arrivée d’'un potentiel d’action au
niveau de la terminaison synaptique apres sa propagation le long de I'axone. La

dépolarisation de la membrane de la terminaison nerveuse induit I'ouverture de canaux
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calciques voltage-dépendants situés sur la membrane présynaptique, au niveau des zones
actives. L'augmentation brutale de la concentration intracellulaire présynaptique de ca®
entraine la fusion des membranes des vésicules présynaptiques avec la membrane
plasmique de la terminaison axonique. Les vésicules présynaptiques déversent leur contenu
dans la fente synaptique. Les vésicules libérées sont déja "arrimées" (docking) aux zones
actives de la synapse et compétentes c’est a dire "amorcées" (priming) pour I'étape de

fusion induite par le calcium (figure 2).

()
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Acidification Postsynaptic
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ER
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Figure 2 : Les étapes de la libération des VS d’apres Sidhof (44)

Les processus de fusion membranaire intracellulaires dépendent de I'interaction de
protéines membranaires de la superfamille SNARE soluble N-ethylmaleimide sensitive factor
attachment protein receptor, situées sur les deux membranes qui vont fusionner, et qui
assurent la spécificité et la régulation spatio-temporelle de la fusion. Ces protéines sont
caractérisées par un motif SNARE (séquence homologue de 70 résidus formant une hélice a)
situé dans la région C-terminale de leur domaine cytoplasmique. La formation d’un
complexe trans-SNARE impliquant 4 motifs SNARE (4 hélices a paralléles) permet de
rapprocher les membranes et initie leur fusion. Dans les terminaisons nerveuses, les

vésicules contenant les neurotransmetteurs qui seront libérés dans I'espace synaptique,
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expriment une protéine v-SNARE (v pour vesicle membrane) appelée synaptobrévine ou
VAMP Vesicular Associated Membrane Protein. La membrane plasmique du neurone au
niveau présynaptique exprime quant a elle la protéine t-SNARE (t pour target membrane)
syntaxine 1. Ces deux protéines SNARE fournissent chacune une hélice alpha au complexe
trans-SNARE. Enfin, la protéine SNAP25 Synaptosome Associated Protein of 25 kD est une
protéine t-SNARE périphérique qui fournit deux hélices alpha au complexe trans-SNARE (45).
Lorsque le complexe est formé, les complexines, petites protéines, vont le stabiliser en se
fixant dans un sillon formé entre la syntaxine et la synaptobrévine.

La formation du complexe SNARE et ainsi la fusion synaptique, est contrbélée par
Munc18-1 appartenant a la famille des protéines SM (Sec1/Munc18-like proteins). Munc18-1
se lie a la syntaxine 1 lorsqu’elle a une conformation fermée, masquant ainsi son motif
SNARE. Cette interaction bloque ainsi la formation du complexe SNARE. L’'intervention de
Muncl3, protéine de la zone active, permet le déplacement de Munc18-1 et le changement
de conformation de la syntaxine 1, ce qui permet la formation du complexe trans-SNARE
(46). Plus précisément, Muncl3 provoque I'amorgage des VS en se liant au diacylglycérol
DAG, ce qui permet I'activation de la PKC, qui va a son tour phosphoryler plusieurs protéines
synaptiques dont Munc18-1. Cette phosphorylation diminue son affinité pour la syntaxine 1
et permet la libération de celle-ci. Munc18-1 reste liée au complexe SNARE et stabilise
ensuite le complexe trans-SNARE formé (47) et permet ainsi la fusion membranaire (48)(49).

La fusion synaptique est provoquée par le calcium. L'action du calcium dépend des
synaptotagmines qui possédent 2 domaines C2 nommés C2A et C2B capables de lier le
calcium. La synaptotagmine s’associe au complexe trans-SNARE en interagissant avec la
syntaxine. L'influx de calcium dans la terminaison permet a celui-ci de se fixer sur les
domaines C2 de la synaptotagmine. Ces domaines vont alors s’insérer dans les
phospholipides de la membrane, ce qui induirait une perturbation mécanique permettant un
changement de conformation du complexe SNARE en cis-SNARE et ainsi I'ouverture du pore
de fusion. En présence de calcium, la synaptotagmine est également capable de déplacer les
complexines du complexe SNARE, ce qui participe aussi a la formation du pore de fusion. Il a
été proposé que ces 2 protéines agiraient de maniére séquentielle : les complexines
stabilisant le complexe trans-SNARE intermédiaire et la synaptotagmine induisant ensuite la

fusion (voir la figure 3) (50)(51).
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Figure 3 : Mécanisme de fusion membranaire impliquant les protéines SNARE au cours de
I'exocytose vésiculaire d’aprés Stdhof (44).

Les étapes séquentielles de la fusion sont : lI'amorcage par l'assemblage du complexe
SNARE/SM, la stabilisation du complexe par les complexines et I'ouverture du pore de fusion
provoquée par l'influx de calcium et la synaptotagmine.

Dans les terminaisons présynaptiques, la libération de neurotransmetteurs a lieu au
niveau des zones actives, constituées de grands complexes multiprotéiques, dont les
protéines Munc13s et RIMs, mais aussi les RIM-BPs, les liprines a, et les ELKs. Les protéines
Muncl3s et RIMs sont des composants majeurs des zones actives, elles contiennent de
nombreux domaines qui jouent un role dans I'arrimage des vésicules synaptiques puis leur
amorcage pour I'exocytose. Elles recrutent également les canaux calciques a proximité des
sites de libération grdace a une interaction directe des protéines RIM avec les canaux
calciques (figure 4). De plus Muncl3 et RIM participent a la plasticité synaptique a court
terme et a long terme, qui sont deux phénomenes impliqués dans I'apprentissage et la

mémoire.
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Figure 4 : Les complexes protéiques de la machinerie de |'exocytose dans les zones actives
d’aprés Sudhof (44).

2. La plasticité synaptique

La plasticité synaptique correspond a la propriété des synapses de modifier leur
efficacité en fonction de leur usage. Elle englobe de multiples mécanismes intervenant dans
la modification de la transmission synaptique au cours du temps. La connexion entre deux
neurones n'est donc pas figée, mais dépend des activités antérieures des neurones.
L'objectif ici n’est pas d’expliquer de maniere exhaustive tous ces mécanismes, mais les
termes utilisés ultérieurement seront définis.

La dépression est une forme de plasticité a court terme. Elle correspond a une
diminution de la libération de neurotransmetteurs lors de stimuli répétés. Elle peut étre
expliquée par la déplétion en pool compétent pour la libération ou RRP readily releasable
pool, c'est a dire I'ensemble des vésicules de neurotransmetteurs ancrées a la membrane
prétes a étre libérées; mais aussi I'inactivation des sites de libération, le temps que les
protéines vésiculaires soient recyclées par endocytose ; ou encore une diminution de I'influx
de calcium par inactivation des canaux calciques.

La PPF paired-pulse facilitation est également une forme de plasticité a court terme
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(a I'échelle de la dizaine de ms). Elle correspond a I'augmentation de la probabilité de
libération des neurotransmetteurs lors de stimuli rapprochés dans le temps, qui est
expliqguée par la rémanence du calcium dans la terminaison présynaptique aprés une
stimulation pendant un laps de temps. Un autre mécanisme a été proposé : la présence de
protéines liant le calcium induirait une diminution de la probabilité de libération des
neurotransmetteurs lors d’une premiére stimulation, puis lors des stimulations suivantes,
ces protéines étant déja saturées, la probabilité de libération des neurotransmetteurs
s’éleverait (52).

La LTP long term potentiation ou potentialisation a long terme est une forme de
"mémoire", trés différente de la PPF dans ses mécanismes. Il existe au moins deux formes
distinctes de LTP dans I'hippocampe. Une LTP d’origine post-synaptique dans la région CA1,
faisant intervenir I'activation des récepteurs NMDA. Lors de la libération de glutamate, le
canal NMDA ne s’ouvre que si la membrane post synaptique est suffisamment dépolarisée.
Les ions calcium qui pénétrent dans le neurone par ce canal activent des protéines kinases
post-synaptiques. Ces kinases peuvent agir au niveau post synaptique pour insérer de
nouveaux récepteurs AMPA dans la membrane et augmenter ainsi la sensibilité au
glutamate.

Et une LTP pré-synaptique dans la région CA3, cette LTP nécessite un tres fort
stimulus tétanique voire plusieurs, qui conduit a I'élévation de I’AMPc intracellulaire, le
recrutement de plusieurs kinases la PKA puis la MAPK, et la phosphorylation de nombreuses
cibles dont le facteur de transcription CREB. Cela aboutit a la modification de I'expression de
genes cibles codant pour la synthése des protéines nécessaires a une modification
structurale des contacts synaptiques. Les fibres moussues de la couche CA3 de |’hippocampe
constituent un modéle privilégié pour I'étude de cette forme de plasticité, alors dénommée
mfLTP mossy fiber LTP, et qui s’étend sur des échelles de temps allant d’'une a plusieurs

dizaines de minutes.
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C. Les protéines Rabs

1. Généralités

Les Rabs sont des petites protéines G de la superfamille Ras. Le terme de protéine G
vient de la capacité de ces molécules a lier les nucléotides guanyliques, GDP ou GTP. On
distingue généralement 2 types: les protéines G hétérotrimériques et les protéines G
monomériques, encore appelées petites protéines G, auxquelles appartiennent les Rab.

Les protéines G de la superfamille de Ras sont impliquées dans une multitude de
processus cellulaires, allant du transport intracellulaire a la dynamique du cytosquelette, en
passant par le contréle de la prolifération et la différenciation cellulaire. On compte dans la
superfamille de Ras cing sous-familles dont celle des Rab.

La sous-famille Rab est la plus étendue de la superfamille de Ras, puisque plus de 60
Rab ont été identifiées chez les mammiféres mais seulement la moitié d’entre-elles a été
caractérisée sur le plan fonctionnel. Les protéines Rab sont impliquées dans la régulation de
I’exocytose et I'endocytose, le transport membranaire vésiculaire, ainsi que dans l'identité
membranaire. Leur trés grand nombre montre leur importance dans la régulation des
différentes étapes du processus vésiculaire avec des roles multiples dans la sélection du
cargo, la formation des vésicules de transport au niveau du compartiment donneur, leur
transport le long du cytosquelette, ainsi que leur arrimage et leur fusion avec le
compartiment accepteur (53).

Elles jouent un role dans I'adressage des vésicules aux différents organites cellulaires
et leur compartimentation confére aux réactions de fusion intracellulaire leur spécificité et
déterminent l'identité des organites (54). En effet, chague Rab a une localisation
préférentielle (figure 5). Cette spécificité de localisation est notamment assurée par
I'interaction des Rab avec leurs effecteurs et leur GEF. La formation d’'un complexe entre le
GEF et un des effecteurs crée en plus une boucle de rétrocontrdle positif qui permet de
coupler la localisation et I'activation de la Rab avec I'action de ses effecteurs. De plus,
plusieurs Rab peuvent étre localisées au niveau d’'une méme membrane. Dans ce cas, des
interactions entre plusieurs effecteurs d’'une méme Rab permettent la formation de micro-

domaines membranaires appelés «Rab domains». Ces domaines empéchent que différentes
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Rab ne se mélangent, et participent également a la spécificité de leur localisation. lls
peuvent alors étre impliqués simultanément dans différentes étapes du transport vésiculaire

au niveau d’un méme organite (55).
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Figure 5 : Localisation intracellulaire des Rabs d’apres Stenmark et al. (53).
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2. Le cycle des Rabs GTPases

La spécificité et la dynamique des interactions membranaires des Rab sont assurées
par leurs interactions avec de nombreuses protéines associées aux Rab au cours d’un cycle.
En effet, ces protéines modulent le passage entre la forme active liée au GTP et la forme
inactive liée au GDP, leur adressage a la membrane puis leur recyclage, ainsi que leur
interaction avec leurs effecteurs. Il existe 4 grandes classes de protéines régulatrices : les
GAP GTPase-Activating Proteins, les GEF Guanine nucleotide Exchange Factors, les GDI GDP
Dissociation Inhibitors et les GDF GDI displacement factors.

Les Rab sont synthétisées sous la forme de protéines solubles dans le cytosol. Elles
sont prises en charge par une protéine chaperonne REP Rab escort protein pour former un
complexe stable. Cette protéine les met en contact avec la RabGGT ou Rab géranylgéranyl
transférase qui leur transfere des groupements hydrophobes géranylgéranyl (isoprényl en
C20, ajout d'un seul isoprényl dans le cas d'un motif C-C et de deux isoprényls dans le cas
d'un motif C-X-C comme pour Rab3) au niveau de I'extrémité C-terminale (par liaison
covalente de type thioether a des résidus cystéines). Cette modification post-traductionnelle
est nécessaire pour permettre I'insertion des Rab dans les membranes cellulaires et assurer
leur activité biologique (56). REP permet aussi de limiter 'activation des Rab avant leur
adressage a la membrane appropriée. En I'absence de REP ou de GGT, la protéine Rab reste
dans le cytosol sous forme inactive.

Une protéine Rab agit comme un interrupteur moléculaire. En effet, elle alterne
entre deux états : un état actif lié au GTP et un état inactif lié au GDP. Une protéine Rab peut
passer de la forme active a la forme inactive et réciproquement, de maniére trés rapide
grace a l'intervention facilitatrice des GEF et des GAP. A I'état initial, un facteur inhibiteur de
la dissociation du GDP, GDI maintient la Rab a I’état inactif dans le cytosol. Au niveau de la
membrane, GDF déplace GDI ce qui permet au facteur d’échange GEF d’activer la Rab en
catalysant I’échange du GDP en GTP. La forte concentration cytosolique de GTP permet la
fixation de celui-ci, aussitot le GDP libéré. La forme GTP de la Rab insérée dans la membrane
est capable de recruter de nombreux types d’effecteurs tels que des protéines cargo pour la
formation des vésicules, des protéines motrices pour le transport vésiculaire et des

complexes d’arrimage pour la fusion avec la membrane acceptrice. L'inactivation de la Rab,
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qui correspond a la conversion du GTP en GDP, est assurée par I'activité GTPasique de la
protéine Rab mais est aussi catalysée par une GAP. L’hydrolyse du GTP a lieu pendant ou
apres la fusion de la vésicule avec la membrane acceptrice. A la fin du cycle, GDI détache la
Rab de la membrane et la séquestre sous forme inactive jusqu’au prochain cycle. GDI facilite

ainsi le recyclage des Rab entre le compartiment accepteur et le compartiment donneur

.?Rab GDP\ R

Rab
GDP

(figure 6).
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Figure 6 : Le cycle de régulation de I'activité des protéines Rabs d’aprés Corbeel et al. (56).

3. Les protéines effectrices des Rabs

Les protéines Rab activées interagissent avec un répertoire spécifique de molécules
effectrices notamment pour assurer la mobilité et le ciblage des vésicules auxquelles elles
sont liées. Les effecteurs sont caractérisés par leur grande diversité (figure 7) :

— les molécules qui permettent la sélection des cargos et le bourgeonnement des
vésicules,
— les PI (phosphate inositol) kinases et les Pl phosphatases qui permettent de modifier

la composition de la membrane des vésicules,
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— les moteurs moléculaires qui permettent la mobilité des vésicules le long des
filaments d’actine ou des microtubules,

— les facteurs d’arrimage qui permettent la spécificité d’adressage des vésicules,

— ainsi que les protéines SNARE qui controlent le ciblage et la fusion des vésicules avec

la membrane acceptrice.
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Figure 7 : Les effecteurs des Rabs d’aprés Stenmark et al. (53).
Les effecteurs sont en orange. a. la sélection des cargos b. la perte du manteau de la vésicule

c. la mobilité le long du cytosquelette d. I'arrimage de la vésicule e. la fusion avec le
compartiment accepteur.

D. Les protéines Rab3

La sous famille Rab3 est constituée de 4 isoformes : Rab3A, Rab3B, Rab3C et Rab3D,
toutes impliquées dans la régulation de I'exocytose de neurotransmetteurs et d’hormones.
Cette régulation fait intervenir le calcium. Il existe une autre voie d’exocytose constitutive

dans laquelle les protéines Rab3 n’ont pas de fonction.
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1. Expression des Rab3

La famille Rab3 présente, a l'inverse des autres Rab qui sont exprimées de facon
relativement ubiquitaire, une expression plus restreinte a certains types cellulaires en
particulier les neurones et les cellules endocrines. La forte similarité de leurs séquences (75%
d’identité) suggere une certaine redondance fonctionnelle. Cependant, les profils
d'expressions tissulaire et cellulaire des quatre isoformes ne sont pas identiques, suggérant
des roles distincts, méme si ces profils ne sont pas mutuellement exclusifs.

Rab3A, Rab3B et Rab3C sont exprimées majoritairement dans le cerveau et les
cellules endocrines, alors que Rab3D a un profil d’expression tres différent avec des taux
élevés dans les glandes exocrines (lacrymales, parotides, sous-maxillaires, le pancréas) et
dans le tissu adipeux. Elles sont toutes exprimées dans I’hypophyse. Dans le cerveau, Rab3A,
Rab3B et Rab3C sont colocalisées au niveau des vésicules synaptiques mais sont
caractérisées par un profil d’expression distinct dans les différentes régions. Rab3A, la plus
abondante Rab dans le cerveau, est uniformément exprimée dans toutes les régions du
cerveau. Rab3B est présente uniguement dans quelques régions notamment le bulbe olfactif
et I'antéhypophyse. Rab3C est exprimée dans toutes les régions mais avec des taux variables

(57).

2. Structure des Rab3

Toutes les protéines de la famille Rab partagent un certain nombre d'éléments
communs intangibles, comme des déterminants structuraux majeurs liés a l'activité
d'hydrolyse du GTP par ces protéines. Ces éléments sont identifiables par I'étude des
alignements des séquences primaires de ces protéines et de leur structure cristallographique
(figure 8).

Ces éléments sont :
— La boucle P commune a toutes les GTPases et ATPases. Ce domaine, situé en N-
terminal contient une sérine interagissant avec le phosphate y du GTP, limitant ainsi

I'approche de la glutamine 81, indispensable a I'hydrolyse.
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Les régions "switch" (ou "charniéres"), au nombre de 2, subissent un remaniement
conformationnel en fonction de la nature du nucléotide lié (GDP ou GTP). Ces régions
sont importantes: elles comportent des résidus cruciaux pour le mécanisme
d'hydrolyse du GTP ; et comme ces régions adoptent des conformations distinctes
selon I'état de liaison au nucléotide, elles sont le siége principal de la reconnaissance
par les effecteurs spécifiques de I'état de liaison au GTP. La région "switch I" contacte
les phosphates B et y du GTP, par l'intermédiaire de I'ion Mg2+. D’autres résidus sont
également importants pour la stabilisation du nucléotide au site actif par des
interactions de type Van der Waals avec le ribose du nucléotide. La région "switch 11"
a deux déterminants majeurs : le motif DX2G, contactant le phosphate y, et le résidu
GIn 81, directement impliqué dans I'hydrolyse du GTP et la stabilisation de I'état de

transition.

Les Rab-CDR Complementary Determining Region sont au nombre de 4 : CDR-1, CDR-2,

CDR-3, et CDR-4. La comparaison des séquences primaires de Rab3 avec ceux d'autres

Rab montre que les CDR sont trés bien conservées au sein du groupe Rab3, et divergent

des CDR d’autres groupes de la famille Rab ; ceci montre le role des CDR comme

déterminants de premiere importance de la spécificité des effecteurs reconnus.

Les Motifs NKXD et EXSAK : Le motif NXKD (positions 135 a 138 de Rab3) permet la

stabilisation du nucléotide au site actif et le motif EXSAK (positions 163 a 167 de Rab3a)

permet une stabilisation de la molécule.

Rab3GAP présente peu d’homologie avec les autres GAP décrites y compris les

RabGAP. Les GAP régulent 'activité des protéines G en limitant la durée de leur état actif en

accélérant I’hydrolyse du GTP, I'activité intrinseque GTPasique des Rab étant trés faible. Les

différentes GAP semblent contribuer a I’hydrolyse du GTP de différentes maniéres. Les Ras-

GAP et les Rho-GAP agissent sur les régions "switch" des Rab afin de positionner

correctement un résidu glutamine important pour I’hydrolyse et en apportant également un

résidu arginine ("arginine-finger") dans la poche catalytique pour contribuer a la catalyse.

Les ARF-GAP stabilisent le switch Il, mais ne possedent pas d'"arginine finger". L’activité des

RabGAP est généralement due a la présence d’'un domaine TBC qui fournit deux résidus

catalytiques en trans treés conservés, une arginine ("arginine finger") et une glutamine

("glutamine finger"), qui se substitue a la glutamine de la Rab (58). Cependant Rab3GAP ne
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possede pas de domaine TBC, mais catalyserait I’"hydrolyse du GTP sur les Rab3 par un
mécanisme similaire aux Ras-GAP/Rho-GAP, impliquant une "arginine-finger", et par une

action sur les régions "switch" pour permettre I'accés au site catalytique (59).

i 50 100 150 200 aa
_ W N N N I N
. CDR . Switch Region

Figure 8 : Structure de Rab3A d’aprés Tuvim et al. (60).

En haut les domaines dans la séquence primaire et en bas deux représentations de la
structure tridimentionnelle liée au GTP. Les motifs G impliqués dans la liaison au GTP sont en
vert, les régions switch sont en rouge et les CDRs en bleu.

3. Rdle de la protéine Rab3A dans la transmission synaptique

Malgré de nombreuses études, le rbéle des protéines Rab3 dans I'exocytose
synaptique n’a pas été totalement élucidé.

Rab3A a été la premiere isoforme Rab3 décrite (61) et est la plus étudiée en raison de
son abondance dans le cerveau. L'étude de sa fonction a probablement été rendue difficile

en raison d'une redondance entre les différentes isoformes. Son cycle
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d’association/dissociation avec la VS est couplé a I'exocytose provoquée par le calcium, ce
qui suggérait un réle majeur de Rab3A dans la transmission synaptique.

Mais I’étude des souris KO rab3a-/- est en contradiction avec cette hypothése. En
effet, leur phénotype est trées peu marqué, elles sont viables et fertiles. Des études
électrophysiologiques approfondies ont révélé un dysfonctionnement synaptique modéré,
montrant plutot un réle modulateur de Rab3A au cours de I'étape de fusion des VS. Dans un
premier temps, une altération de la plasticité synaptique a court terme a été observée dans
les cellules pyramidales de la région CA1 hippocampique avec augmentation significative de
la dépression en cas de stimulations répétées, due a une altération du renouvellement du
RRP (62). Ensuite une autre étude réalisée par la méme équipe a montré une augmentation
du nombre moyen de quanta libérés par terminaison aprés stimulation, ainsi qu’une
augmentation de la PPF, forme de plasticité a court terme, dans les cellules pyramidales de
la région CA1 chez la souris KO rab3a-/-. Ces résultats suggérent un réle inhibiteur de Rab3A
sur I'exocytose (63). Enfin dans la région hippocampique CA3, la plasticité a court terme
n’est pas détériorée. Par contre, Rab3A y joue un role important dans la LTP des fibres
moussues. En effet cette forme de plasticité synaptique est abolie en I'absence de Rab3A
(64). Ces études suggerent que Rab3A régule le nombre de VS libérées en fonction de la
concentration en calcium et qu’elle agirait au moment de la fusion des vésicules de
neurotransmetteurs avec une action opposée a celle de la synaptotagmine (65).

Leenders et al. ont montré ensuite que rab3A jouait également un réle en amont, au
cours du transport des VS. En effet, la stimulation des terminaisons nerveuses par
dépolarisation provoque une redistribution des VS prés de la zone active, augmentant ainsi
le nombre de VS arrimées en temps normal. Ce phénomeéne est aboli chez la souris KO. Il a
été aussi observé une altération de la reconstitution du RRP, déja décrite auparavant. Les
auteurs suggerent que Rab3A joue un réle facilitateur dans I'arrimage des VS puisque la
distribution des VS est normale chez le KO en cas de faible activité et la reconstitution du
RRP a lieu mais est plus lente (66). En 2008, Wang et al. ont montré que le diamétre du pore
de fusion était diminué et que la vitesse de la fusion des VS était plus lente (pore de fusion
ouvert plus longtemps) dans les cellules chromaffines de la souris KO (67).

Une étude plus complete des KO des différentes rab3 chez la souris, a montré que
tous les KO simples et doubles sont viables. Les KO triples ne survivent pas des que Rab3A

est une des isoformes délétées, et enfin les KO quadruples présentent un développement
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normal mais décédent de détresse respiratoire en période postnatale. L'étude
électrophysiologique chez ce quadruple KO a montré que les Rab3 agissaient sur une partie
du RRP en augmentant la libération des vésicules synaptiques, et ainsi diminuerait la
guantité de calcium requise pour I’exocytose régulée (68). Ainsi les Rab3 sont conjointement
essentielles pour la survie dans le modéle murin et sont redondantes dans leur fonction.

En dehors de I'étude des modeles murins, de nombreux travaux ont également
essayé de décrire les fonctions de Rab3A dans la transmission synaptique.

En effet apres la découverte de I'implication de Rab3A dans les étapes d’arrimage et
de fusion des VS, elle a été décrite dans un complexe ternaire avec Munc13 et RIMa, deux
protéines de la zone active, impliquées dans I'amorgage des VS. La mise en évidence de ce
complexe montre pour la premiére fois le réle possible des Rab3 dans cette étape de
I’exocytose mais aussi une connexion possible entre Rab3 et le complexe SNARE (69). Par la
suite, il a été proposé que la fonction de Munc13 est inhibée lorsqu’elle interagit avec RIM.
Ensuite, lorsque RIM recrute Rab3A, I'hydrolyse du GTP lié a Rab3A induirait la dissociation
du complexe et rapprocherait Muncl3 de la membrane, ce qui permettrait son interaction
avec le DAG et ainsi 'amorcage des VS. De plus, une interaction entre Rab3A et Munc18-1 a
été mise en évidence. Une autre hypothése en découle : Muncl18-1 interagirait avec Rab3A-
GDP, ce qui conduirait a la dissociation de Rab3A de la VS et déclencherait la fusion (70).

Rab3A a aussi récemment été identifiée comme un partenaire de la synaptotagmine
1 qui entre en compétition avec la syntaxine 1B pour se lier au domaine C2B de la
synaptotagmine 1. Ainsi Rab3A participerait a la régulation de I'exocytose des VS en

modulant par compétition I'interaction entre la synaptotagmine et le complexe SNARE (71).

En résumé, Rab3A semble avoir de multiples fonctions dans la régulation de
I’exocytose et intervient aux différentes étapes d’arrimage, d’amorcage et de fusion des VS.
Elle semble également impliquée dans la plasticité synaptique. Certaines études sont
contradictoires et finalement il semble impossible de déterminer a ce jour si elle a un role

plutot inhibiteur ou activateur de la transmission synaptique.
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4. Les effecteurs de Rab3A

4.1. La Rabphiline

La Rabphiline découverte en 1992 (72), est une protéine cytosolique dont
I'expression est spécifique des cellules sécrétrices. Dans les neurones, la Rabphiline est
exclusivement localisée dans les terminaisons présynaptiques, ou elle s'associe aux VS et son
expression dépendrait pour une part de la présence de Rab3a ou de Rab3c. En effet, chez la
souris KO rab3a-/-, I'expression de la Rabphiline est largement diminuée (de 70% malgré un
taux normal d'ARNm) (62) et la Rabphiline s’accumule dans le corps cellulaire des neurones
(73). Ceci montre I'implication de Rab3 dans la stabilté de la Rabphiline et I'adressage de
celle-ci aux sites de libération des VS.

Elle est divisée en 3 domaines distincts :

— Le segment N-terminal constitué d'un domaine hélical suivi d’'un domaine en doigt de
zinc, tous deux participant a l'interaction avec Rab3-GTP. La Rabphiline interagit aussi
avec des motifs CDR de Rab3 par un motif SGAWFF.

— Le domaine central qui comprend deux régions riches en prolines, qui contribueraient a
la liaison de la Rabphiline aux membranes ainsi que des sites de phosphorylation par la
PKA.

— Le segment C-terminal constitué de deux domaines C2, C2A et C2B, liant les
phospholipides acides (phosphatidylsérine et phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate)
de maniére dépendante du calcium.

Le fait que la Rabphiline soit un effecteur de rab3A est soumis a controverse. Tout
d’abord sa localisation sur les VS et les granules de sécrétion évoquait un réle dans
I’exocytose régulée. De plus son recrutement par la forme active de Rab3 avec une affinité
importante ainsi que la dissociation de Rab3A et de la Rabphiline de la vésicule apres sa
fusion, suggéraient que la Rabphiline est un effecteur de Rab3 (74). Des études ont
progressivement montré que la Rabphiline pourrait avoir des fonctions indépendantes de
Rab3 et réciproquement. Un effet stimulateur sur la libération d’hormones dans les cellules

PC12 et HIT-T15 a été mis en évidence (75)(76) mais cet effet serait indépendant de Rab3.
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De plus, chez les souris KO pour la Rabphiline, I'altération de la transmission synaptique
observée chez les souris KO rab3A-/- n’a pas été observé (77).

Plus récemment Deak et al. ont proposé que la Rabphiline ralentissait le réamorcage
des vésicules synaptiques aprés une stimulation prolongée par le biais de son interaction par
son domaine C2B avec la protéine SNARE SNAP25. En effet, I'assemblage du complexe
SNARE est le facteur limitant dans la reconstitution du RRP aprés sa déplétion lors d’une
stimulation prolongée. Le complexe Rab3/Rabphiline régulerait finement la transition entre
le stade ou les vésicules ont un complexe SNARE partiellement ou totalement assemblé et
celui ou elles deviennent sensibles a I'influx de calcium et ainsi le complexe participerait au
phénoméne de dépression au cours d’une activité synaptique accrue (78).

La Rabphiline semble également capable d’interagir avec de nombreuses autres
protéines par son domaine C2B notamment CASK. Cette interaction permettrait de guider
les VS vers les domaines ou se situent les neurexines, molécules d’adhésion synaptique, et
ainsi d’augmenter I'efficacité de la transmission synaptique (79).

Dans les cellules PC12, la rabphiline interagit par son domaine N-terminal avec
I’actinine a, ce qui permet I'association des granules de sécrétion avec les filaments d’actine
F (80). Elle pourrait également jouer un rble dans le processus d’endocytose aprées la
régulation de I'exocytose avec Rab3A, par son interaction avec la Rabaptine 5, un effecteur
de Rab5 impliqué dans I'endocytose (81).

De nombreux mécanismes d’action pour la Rabphiline sont ainsi proposés, mais il
n’existe aucun consensus sur les étapes ou les mécanismes dans lesquels la Rabphiline

intervient.

4.2. RIMla/2a

Plus récemment, un autre effecteur de Rab3 a été isolé par I'approche du double
hybride et dénommé RIM, pour Rab3 Interacting Molecule (82). En fait, il existe 2 protéines
RIM, dénommées RIM1a et RIM2a, codées par des genes distincts.

Ces protéines partagent certains domaines structuraux avec la Rabphiline dont :

— Le domaine hélical N-terminal suivi d'un domaine en doigt a zinc,

— Les deux domaines C2, qui par contre sont incapables de se lier au calcium,
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— Des sites de phosphorylation par la PKA,
— Et le motif SGAWFF, important pour I'interaction de la Rabphiline avec les domaines

CDR de Rab3.

Par contre, ils se distinguent de la Rabphiline par I'existence d’'un domaine central
PDZ.

L’expression des RIM est exclusivement neuronale. Ces protéines sont absentes des
VS et associées a la membrane plasmique, plus spécifiqguement au niveau de la zone active,
site de la libération des neurotransmetteurs. Cette localisation implique que les RIMa
interagissent avec Rab3 uniquement lorsque les VS se déplacent au niveau de la zone active.

La délétion de rimla chez la souris induit une altération de I'exocytose des VS et
altere la plasticité neuronale a court terme (83), mais aussi la potentialisation a long terme
dans les fibres moussues de la région CA3 de I'hippocampe ainsi que dans les fibres
paralléles du cervelet. La souris KO rimla-/- présente aussi une diminution de 60 a 70% de
I'expression de la protéine Munc13-1, probablement déstabilisée en I'absence de Rimla.
Muncl3-1 n’est pas correctement recrutée au niveau de la zone active. Les souris KO
présentent également des troubles de I'apprentisage et de la mémorisation (84).

Les études électrophysiologiques réalisées sur des neurones ou Rimla est délétée
montrent que les conséquences sont variables selon le type cellulaire considéré. En résumé
RIM1a, grace a son interaction avec Rab3 joue un réle essentiel dans I'induction de plusieurs
formes de plasticité présynaptique dépendantes de la PKA, aussi bien au niveau de synapses
excitatrices que de synapses inhibitrices ; et elle pourrait méme intervenir dans le maintien
de la plasticité postsynaptique a long terme.

Au contraire, la souris KO rim2a-/- ne présente aucune perturbation de la
transmission synaptique excitatrice ou inhibitrice, suggérant un effet compensateur de
RIM1a dans les neurones. Alors que les KO simples sont viables, les KO double meurent au
cours de la période postnatale en raison de défaillance respiratoire (85).

Le réle de RIM au cours de I'exocytose régulée est bien défini. L'interaction de RIM
avec la protéine Rab3 localisée au niveau de la VS induit I'arrimage de la VS, ensuite son
interaction avec Muncl3 permet I'amorcage de la VS et enfin son interaction directe ou
indirecte via les RIM-BP avec les canaux calciques permet le positionnement de ces canaux a
proximité des VS pour déclencher la libération des neurotransmetteurs en couplant de

maniére efficace les étapes d’excitation et de sécretion (86).
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Figure 9 : RIM composant central du réseau protéique au niveau des zones actives des
terminaisons nerveuses d’apres Mittelstaedt et al. (87).

RIM (en rouge) interagit avec les protéines de la zone active (en vert) ainsi qu’avec d’autres
protéines fonctionnelles présynaptiques. Les protéines SNARE sont en violet et les GTPases
en jaune.

(Abp1) Amiloride-binding protein; (B) Ca2qchannel subunit B4; (CtBP) C-terminal binding
protein; (Dyn) Dynamin; (ELKS) ERC/RABG6-interacting/CAST; (GIT) G-protein coupled
receptor kinase-interactor; (LAR) LCA-related protein tyrosine phosphatase; (PRA)
prenylated Rab acceptor; (Rab) Ras-related in brain; (RIM) Rab interacting molecule; (RIM-
BP) RIM-binding protein; (SNAP) synaptosome associated protein.
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Patients et méthodes

I. Données cliniques

A. Famille étudiée

La famille étudiée est d’origine algérienne et consanguine, les parents sont cousins

germains (Figure 10), bien portants. Le premier garcon est bien portant.

|
Figure 10 : Arbre généalogique de la famille d’origine algérienne.

Le 2° enfant de la fratrie, une fille, était atteinte de WARBM, elle est décédée a I'dge
de 13,5 mois. Au cours de la grossesse, I'échographie de 24 SA avait montré des pieds bots
bilatéraux pour lesquels une amniocentese avait été effectuée, le caryotype était normal
46,XX. La grossesse a ainsi abouti a la naissance a 34 SA d’une fille présentant a I'examen
clinique une dysmorphie faciale avec une microcéphalie (PC a 28,5 cm au 3° percentile), des
oreilles implantées bas et orientées vers |'arriére et de petite taille, un aspect pointu de la
partie occipitale du crane, un petit nez court, un philtrum long, une petite bouche, et la levre
supérieure surplombant la lévre inférieure. Elle présentait également un retard de

croissance (taille & 39 cm trés inférieure au 3° percentile), une cataracte congénitale
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bilatérale, une arthrogrypose distale avec des pieds bots bilatéraux séveres (figure 11). Le
scanner montrait une atrophie corticale diffuse, et I'IRM une gyration simplifiée, des sillons
corticaux courts, une épaisseur de la substance blanche réduite, une petite atrophie
cérébelleuse et I'absence d’'une microphtalmie (figure 12). Par ailleurs elle ne présentait
aucune anomalie cardiaque ou rénale. Elle est décédée a I'dge de 13,5 mois. Parmi les
explorations réalisées, des sérologies (CMV, herpés et rubéole) ont permis d’éliminer une
foetopathie virale, et une CGH-array normale n'a pas mis en évidence de remaniement
chromosomique. Un syndrome COFS a été évoqué mais éliminé devantl'absence d'anomalie
de la réparation de I'ADN sur cultures de fibroblastes. Un WARBM a été suspecté et le
séquencage du géne RAPB3GAP1, seul géne identifié a I'époque a été entrepris, mais aucune

mutation n’a été mise en évidence.

Figure 11 : Anomalie des extrémités (pieds bots bilatéraux) du premier enfant atteint.
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Figure 12 : Coupes d’IRM representatives du cas index au terme corrigé 38 semaines et 2

jours en séquence T2.

A : en coupe axiale, on note un cortex épaissi et irrégulier de facon diffuse, prédominant
dans les régions pariéto occipitales, de type polymicrogyrique. B: en coupe coronale
postérieure, on retrouve un cortex polymicrogyrique (fleches). C: en coupe sagitale
médiane, le corps calleux est fin mais complet, et le tronc cérébral parait moderément
hypoplasique (perte du relief de la protubérance). D : en coupe parasagitale, on retrouve le
cortex polymicrogyrique dans la région parietale (fleches).

Pour la 3° grossesse du couple, une demande d’interruption médicale de grossesse
pour récidive du syndrome polymalformatif a été réalisée a 27 SA. Le suivi échographique
avait révélé une hyperclarté nucale a 12 SA, une fosse postérieure large a 22 SA, un corps
calleux non visualisé; puis une hyperclarté nucale persistante, des cristallins hyperéchogenes
et une cataracte bilatérale a 26 SA (figure 13). Aucune IRM cérébrale anténatale n’avait été
réalisée. A I'examen foetopathologique, le foetus de sexe masculin présentait une
dysmorphie faciale (avec microphtalmie, petites fentes palpébrales, hypertélorisme, oreilles
grossieres, petit nez avec narines légérement antéversées, petite bouche tombante, cheveux
bas implantés, épicanthus bilatéral), une agénésie des os propres du nez, des pieds bots
bilatéraux (figure 14), une hypertrichose, des anomalies du SNC (microcéphalie, hypoplasie
du corps calleux, hypoplasie ponto-cérébelleuse et micropolygyrie) et des anomalies
oculaires (microphtalmie et cataracte bilatérale), confirmant qu’il s’agissait d’une récidive de

WARBM.
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Figure 13 : Suivi échographique de la troisieme grossesse du couple.

Anomalies du développement cérébral avec hypoplasie du corps calleux (A : corps calleux
court, partie postérieure manquante), un tronc cérébral fin (B) et une cataracte bilatérale
révélée par des cristallins hyperéchogénes (C), a I'échographie de 26 SA.

Figure 14 : Troisieme grossesse du couple: Anomalie des extrémités du foetus de 27 SA
(examen foetopathologique).

Pour la 4° grossesse du couple, I'échographie de 12 SA révélait une hyperclarté
nucale et une fosse postérieure semblant anormale avec des cristallins trop visibles
suggérant une possible récidive de WARBM. La recherche de la mutation du géne LRRTM4
alors déja identifiée par 'exome a été acceptée par le CPDPN de I'hopital Necker, avec les
réserves liées a I'absence de validation fonctionnelle expliquées au couple. Celle-ci a montré
que le foetus était homozygote pour la mutation, et une 2° interruption médicale de

grossesse, cette fois ci précoce et par aspiration a ainsi été réalisée.
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B. Cohortes testées

Deux cohortes internationales de patients atteints de WARBM, sans mutation dans

les 3 génes connus au moment de la réalisation de ce travail : RAB3GAP1, RAB3GAP2 et
RAB18, nous ont été adressées : 30 patients de I'Institut de Génétique Humaine de Fribourg
(Dr Deborah Morris-Rosendahl) et 37 patients de I'Institut de Génétique et Médecine
Moléculaire d’Edimbourg (Dr Irena Aligianis). Un patient atteint de WARBM, de I'hopital
Robert Debré, et sans mutation dans les genes connus, nous a été également adressé.
Par la suite, Les ADNs d’une cohorte de 126 patients/foetus présentant des anomalies de la
plaque corticale explorés a I'Institut Cochin de Paris (Dr Karine Poirier, Dr Nadia Bahi-
Buisson), et sans géne identifi¢, nous ont été transmis. Les échantillons d’ADN en
provenance de Fribourg et Edimbourg portaient uniguement un numéro d’identification,
aucun renseignement clinique n’a été transmis mais il s’agit de patients atteints ou suspects
de WARBM. Pour les ADNs en provenance de I'Institut Cochin, la clinique des patients nous a
été partiellement transmise :

— parmi les patients avec microcéphalie, 11 patients présentent une polymicrogyrie, 3
patients une pachygyrie, un patient a une simplification gyrale et un patient est sans
anomalie de la plaque corticale,

— parmi les patients avec un PC normal, 21 patients présentent une polymicrogyrie, 4
une agyrie postérieure, et I'un une lissencéphalie,

— parmi les patients dont le périmétre cranien est inconnu, 13 présentent une
polymicrogyrie, 2 une agyrie postérieure et un une simplification gyrale,

— parmi les patients dont le phénotype ophtalmologique était connu, aucun ne

présentait d’anomalie oculaire (soit 39 patients).

Il. Extraction d’ADN

L’ADNg du cas index a été extrait a partir de sang total grace au kit QlAamp DNA
Blood Maxi (Qiagen) et dosé au nanodrop, a I’'hépital Robert Debré, ou elle était suivie.

Aprés obtention des consentements, les ADNs des autres membres de la famille (les parents
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et le frere sains) ont été extraits a partir de prélevement de sang total grace au kit Nucleon
BACC3 (GE Healthcare). L'ADNg du foetus interrompu en 2009 a été extrait a partir de tissus
de poumon par la méthode de phénol-chloroforme-alcool isoamylique selon la procédure du
laboratoire d’Embryologie Moléculaire de Necker. L’ADNg du feetus interrompu en 2012 a
été extrait a partir d’une biopsie de trophoblaste par la méthode au chlorure de guanidium
(dénaturant des structures protéiques) selon une procédure du laboratoire de Génétique
Médicale de Necker.

Les ADNs ont ensuite été dosés au nanodrop par spectrophotométrie et leur qualité a
été estimée par dépot sur un gel d’agarose a 1% contenant du Bromure d’Ethidium.

La méthode d’extraction des ADNs des patients issus des différentes cohortes ne

nous a pas été précisée.

lll. Analyse de liaison par puce Affymetrix 250K

Une analyse de liaison génome entier a été réalisée dans la famille, en utilisant les
ADNs des deux enfants atteints, du frére sain et des parents, par puce Affymetrix génotypant
262 000 SNPs (Affymetrix 250K, plateforme génomique Hopital Necker, Christine Bole-
Feysot). Les puces ont été hybridées sur la plateforme Affymetrix et les génotypes ont été
calculés par le logiciel Genotyping console qui utilise I'algorithme BRLMM (Affymetrix).
L'analyse des données a été réalisée par calcul des lodscores multipoints avec le logiciel
MERLIN en supposant un modele récessif a pénétrance complete (Dr. Patrick Nitschke,
Plateforme bio-informatique, Institut /magine, Hopital Necker — Enfants malades et
Université Paris Descartes, Paris).

L’objectif des analyses de liaison est de localiser les régions pouvant contenir le locus
responsable de la maladie (dans le cas d’'une maladie monogénique). La méthode des lod-
scores est basée sur la co-ségrégation des alleles de marqueurs polymorphes, cette co-
ségrégation étant due a l'existence d’une liaison génétique. Le lodscore Z cherche a
qguantifier la probabilité que les résultats obtenus pour 2 marqueurs résultent d’une liaison
génétique plutot que du hasard. Z est le logarithme du rapport des vraisemblances entre
I'hypotheése de liaison génétique et I'hypothése contraire (pas de liaison).

Z(0i)=log10[L(6i)/L(6=0,5)]
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L(Bi) : liaison
L(6=0,5) : pas de liaison
0 est le taux de recombinaison en cM.

Ainsi deux loci sont liés génétiquement si Z = 3. La liaison est exclue, si Z<-2 et on ne
peut pas conclure si-2<Z> 3.

Dans le cas d’une famille consanguine, I'étude de marqueurs polymorphes SNPs
permet d’identifier les régions homozygotes du génome, candidates pour contenir le gene

responsable de la maladie.

IV. Séquencage d’exome sur plateforme a haut débit SOLiD4 (Life

Technologies)

L’'exome est I'ensemble des exons du génome. Le séquencage d’exome a été réalisé
chez le cas index par la plateforme Génomique de IInstitut /magine (financement
genoscope/GIS-maladies rares), a I'aide d'une banque de capture Agilent, sur séquenceur

SOLiDA4.

A. Préparation des banques d’ADN

Pour chaque individu, une banque d’ADN est produite a partir de 3 ug d’ADNg (le
dosage doit étre réalisé au Qubit avec le kit Qubit dsDNA BR Assay kit dans un premier
temps, puis si la concentration est inférieure a 100 ng/ul, un dosage plus précis avec le kit
Qubit dsDNA HS Assay kit est fait). Au cours de la préparation des échantillons, ’ADNg est
fragmenté par sonication (obtention de fragments de 200 pb). L'ADN fragmenté est réparé
aux extrémités pour ajouter par ligation deux adaptateurs universels différents aux
extrémités nommés P1 et P2, qui permettront d’amplifier et de séquencer des milliers de

molécules d’ADN en paralléle en utilisant un seul type d’amorces.
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Figure 15 : Etapes de la préparation des banques et de la capture.

B. Capture par hybridation en phase liquide

L’enrichissement des séquences d’intérét (exons et jonctions intron-exon) est obtenu
par capture par hybridation en solution. Cette technologie utilise un pool de sondes d’ARN
simple brin biotinylées dont les séquences sont complémentaires des séquences d’intérét
(System Agilent SureSelect’”, kit Human All Exons 50Mb). La taille des sondes (120 pb)
permet une grande spécificité de capture.

Au cours d’une incubation de 24 heures a 65°C, les sondes s’hybrident sélectivement
aux régions génomiques d’intérét. Puis les complexes ADNg/sonde sont capturés grace a des
billes magnétiques couplées a la streptavidine et des lavages successifs permettent
d’éliminer les fragments d’ADN non hybridés. Enfin les fragments correspondant aux
séquences d’intérét sont élués. La derniére étape consiste en I'addition d’une séquence

spécifique, appelée barcode (ou tag) a chaque banque en vue de pooler plusieurs banques

63

LEGRAND
(CC BY-NC-ND 2.0)



pour le séquencage. Le séquencage du barcode permettra I'identification de chaque banque

au sein d’un pool.

GENOMIC SAMPLE
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W Capture Process
R + oS + m&%"{%’f‘
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Figure 16 : Principe de la technologie de capture Sureselect’” d’Agilent.

C. Le séquengage

1. Amplification clonale sur billes par PCR en émulsion et enrichissement des

billes

Une PCR en émulsion est réalisée sur un pool de 4 banques d’ADN grace au systeme

EZBead (Life Technologies) afin d’amplifier de facon clonale les fragments d’ADN sur des

billes.
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Les billes sont couplées a une sonde qui est complémentaire de I'adaptateur P1
ajouté a une extrémité des fragments d’ADN lors de la constitution des banques. Cette
sonde permet aux fragments de se fixer sur les billes.

La phase aqueuse contient les réactifs de PCR, les fragments d’ADN et les billes. La
phase huileuse permet la formation de microgouttelettes de phase aqueuse, chacune étant
équivalente a un microréacteur. Les quantités de billes et de molécules d’ADN utilisées pour
la PCR en émulsion sont optimisées de facon a obtenir le maximum de gouttelettes qui
contiennent un seul fragment d’ADN et une seule bille afin de n’avoir que des billes
monoclonales. En effet, si plusieurs fragments d’ADN sont présents dans une
microgouttelette, il y aura formation de billes polyclonales pour lesquelles les données de
séquencage sont ininterprétables et sont éliminées, ce qui diminue la qualité du séquencage.

Une étape d’enrichissement a la fin de la PCR en émulsion permet d’augmenter la
proportion de billes recouvertes d’ADN (de 30 a 80%), les billes sans ADN sont éliminées.

L'extrémité 3’ des fragments d’ADN est ensuite modifiée chimiquement pour
permettre la fixation covalente au support de séquengage, une lame de verre recouverte
d’un revétement spécial permettant cette fixation.

Une réaction de séquence aura lieu au niveau de chaque bille fixée a la lame de verre

et ainsi plusieurs millions de réactions de séquence ont lieu simultanément.

2. Séquengage sur SOLID4™

La technologie SOLID™ (Support Oligonucleotide Ligation and Detection) est basée
sur une synthése par ligation et non pas par polymérisation. La fluorescence est utilisée
comme mode de détection avec 4 fluorophores différents. L’encodage est a 2 bases, c’est a
dire qu’un fluorophore correspond a un enchainement des 2 bases. Avec 16 combinaisons
possibles de 2 bases chaque fluorophore correspond a 4 dinucléotides.

La ligation est réalisée a I'aide de sondes d’interrogation spécifique. Chaque sonde
est un octamer composé de 3’vers 5’ : de 2 bases spécifiques (les bases de I'encodage),
suivies de 6 bases dégénérées puis d’'un des quatre marqueurs fluorescents. La nature du
marqueur est fonction de la séquence des 2 premieres bases. Ces octamers fluorescents

eme

présentent entre la 5™ et la 6™ base un site de clivage.
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Une amorce de séquencage universelle se fixe sur I'adaptateur P1 puis les sondes
d’interrogation sont ajoutées. Des que l'une d’entre elles correspond a la séquence
adjacente a I'amorce, la ligase la fixe et la fluorescence émise est détectée afin d’identifier la
sonde fixée et ainsi ses deux premieres bases. Un clivage chimique retire les bases 6 a 8 ainsi
que le fluorophore. Ensuite les sondes d’interrogation sont a nouveau ajoutées : les bases 6
et 7 du fragment a séquencer sont alors identifiées. Dans un troisieme temps les bases 11 et
12 sont a leur tour identifiées, et ainsi de suite jusqu’aux bases 31 et 32. Un deuxieme cycle
de ligation est alors entamé avec une amorce universelle se fixant en position n-1 et les
bases en position 0 et 1, 5 et 6, et ainsi de suite jusqu’aux bases 30 et 31 sont identifiées. 3
nouveaux cycles de ligation sont effectués grace a des amorces se fixant en n-2, n-3 puis n-4.
Le nombre de cycles de ligation, détection et clivage détermine ainsi la longueur de lecture,
de 35 bases dans le cas présenté ici jusqu’a 75 bases.

Chaque base étant lue deux fois, cette technologie est caractérisée par une grande
précision, elle est particulierement adaptée pour des projets de reséquencage du génome
ou l'analyse de polymorphismes. Néanmoins, la complexité de fonctionnement de cette
technologie qui implique un lourd travail d’analyse, le séquencage de fragments courts (au
maximum 75 pb), son faible débit et son colt sont autant d’inconvénients, qui expliquent

gu’elle est de moins en moins utilisée.
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Figure 17 : Principe du séquencage sur la plateforme SOLID™.

3. Analyse bioinformatique

Les 4 a 5 Gb de données produites par exome sont ensuite transmises a la plateforme
Bioinformatique (Université Paris Descartes, Institut /magine).

Aprés démultiplexage, les séquences sont alignées sur la séquence de référence du
génome humain (hgl9, UCSC Genome Browser) a |'aide du logiciel LifeScope (Life
Technologies) pour les données issues du SOLID. Les variations génétiques sont détectées a
I'aide du logiciel Genome Analysis Toolkit (GATK), SAMtools, et Picard et seules sont
considérées les variations répondant aux critéres de qualité établis.

Une fois 'alighement et la détection de variants réalisés, les résultats sont transmis
par la plateforme Bioinformatique (Université Paris V, Institut Imagine) grace a l'interface
Polyweb développée par la plateforme. Cette interface permet de filtrer les résultats selon la
présence des variants dans les bases publiques dbSNP (build 135), Exome Variant Server
(EVS, ESP6500SI-V2), et 1000 Genomes (May 21, 2011), ainsi que les variants identifiés dans
les exomes locaux (>3000). Il est ensuite possible de sélectionner les variations en fonction
de leur position (intergéniques, introniques, transcrits, séquences codantes, sites

d’épissages), ou de leur effet prédit (variations neutres, faux-sens, non sens etc...). Apres ces
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étapes de filtration, une liste de variants est obtenue. Les variations retenues sont vérifiées

par séquencage direct selon la méthode Sanger décrite au paragraphe suivant.

V. Séquencgage direct

A. Choix des amorces

Toutes les amorces ont été choisies a I'aide du logiciel primer 3

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm). Les amorces des génes LRRTM4 et VRK2 ont

été choisies dans les introns en dehors de SNPs de facon a amplifier chaque exon et les
séquences introniques flanquantes. Pour LRRTMA4, I'’exon 1 qui n’est pas codant n’a pas été
séquencé. Deux amorces forward ont été utilisées successivement pour I'exon 2 en raison
d’un homopolymere de 18 T dans I'intron 1 rendant difficile le séquengage de I'exon 2 avec
la premiére amorce située en amont de cet homopolymére, c’est pourquoi une 2° amorce a
été choisie ensuite en aval afin de faciliter le séquencgage. L'exon 3 a été divisé en quatre
amplicons chevauchants en raison de sa grande taille (1547 pb). Pour VRK2, ’exon 1 n’étant
pas codant également, il n’a pas été séquencé. Et I'exon 13 (572 pb) a été divisé en 2
amplicons.

Les amorces des autres genes candidats ont été choisies de maniére a encadrer la
variation trouvée en exome afin de vérifier sa présence chez le cas index, puis de faire une

ségrégation familiale pour celles confirmées.

B. Le séquencgage

Les réactions de PCR ont été réalisées avec le kit Tag Roche sur un thermocycleur
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems).

La PCR ainsi que sa spécificité ont été vérifiées sur gel d’agarose a 1,5% contenant du
bromure d’éthidium avec le marqueur de taille GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
(Thermoscientific). Les dépots sont faits a I'aide du bleu de migration 6X DNA Loading Dye

(Thermoscientific).
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Les produits de PCR ont été purifiés avec I'Exo-SAP cleanup kit (USB), les amorces et
les dNTPs non utilisés sont dégradés par digestion enzymatique.

Les réactions de séquence sont réalisées sur les produits de PCR purifiés avec le
BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems), purifiées a I'aide du
BigDye XTerminator™ purification kit (Applied Biosystems). Le séquencage en lui-méme est
réalisé par méthode Sanger sur les séquenceurs ABI 3130 ou ABI 3500 (Applied Biosystems,

polymére POP-7™), et les séquences ont été analysées grace au logiciel Seqscape.

VI. Extraction des ARN totaux

Les ARNs totaux de différents tissus témoins et d’un foetus atteint ont été extraits
afin d’étudier I'expression du gene candidat LRRTMA4. L’extraction des ARNs a été réalisée a
I'aide du kit RNeasy Mini kit (Qiagen) pour le cortex cérébral et la moelle épiniere.
L’extraction a été réalisée en suivant les recommandations du fabricant (Annexe 3 : le 3-
mercaptoéthanol a été utilisé comme agent réducteur pour dénaturer les ribonucléases
libérées lors de la lyse des cellules, ’'homogénéisat a été obtenu selon I'étape décrite en 3.c,
et I'étape optionnelle 10 n’a pas été effectuée).

Pour les fibroblastes, I'extraction a été effectuée avec le kit RNeasy Midi kit (Qiagen),
selon les recommandations du fabricant.

Pour les lymphocytes témoins, I'extraction a été effectuée avec le kit PAXgene™

Blood RNA kit (Qiagen), selon les recommandations du fabricant.

VII. RT PCR

La reverse transcription a été réalisée avec le kit RNA PCR core kit GeneAmp (Applied
Biosystems) en utilisant comme amorces les random hexamers.
Protocole
— Le Master mix est préparé selon le tableau présenté en annexe 4,

— 1 pg d’ARN au maximum est introduit dans le milieu réactionnel,
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— dans un thermocycleur un programme décrit dans I'annexe 4 est lancé afin d’obtenir
les ADNc correspondants.

Le succes de la reverse transcription est contrélé par PCR de 'ADNc du géne SMN,
géne ubiquitaire utilisé comme témoin de la reverse transcription. Les amorces utilisées sont
spécifiques de I’ADNc et 2 bandes correspondant aux 2 isoformes de I’ARNm sont observées
sur le gel.

Les amorces pour la PCR de ’ADNc de LRRTM4 ont été choisies de maniere a étre
spécifiques des 2 isoformes de '’ARNm, et si possible spécifiques de I’ADNc (c'est-a-dire
n"amplifiant pas ’ADNg). Dans un premier temps, j'ai choisi d’utiliser des amorces utilisées
pour le séquencage direct de LRRTM4. Mais le couple spécifique de l'isoforme longue
correspondait a un amplicon de grande taille : 836 pb, j'ai donc choisi un autre couple
d’amorces grace au logiciel Primer 3 avec une taille d’amplicon de 481 pb, dans le cas ou
I’'absence d’amplification serait due a la taille de I'amplicon et non I'absence d’expression de
I'isoforme. Le couple d’amorces spécifique de l'isoforme courte n’étant pas spécifique de
I’ADNc, I'absence de contamination par de 'ADNg a été vérifiée par PCR en utilisant un
couple d’amorces spécifique de I’ADNg (amplicon 3-1 avec une amorce intronique). Les

amorces et conditions PCR sont présentées dans I'annexe 5.

VIll. Western-blot

A. Extraction des protéines

Les protéines sont extraites a partir de tissus congelés et conservés a -80°C.

Les protéines ont été extraites a partir de moelle épiniére de 4 foetus témoins et du
foetus muté interrompu en 2012 dans la famille.

Un lysat cellulaire est obtenu par broyage du tissu congelé dans I'azote liquide et
ajout de tampon RIPA buffer 1X (Thermoscientific) additionné d’un cocktail d’antiprotéases
et antiphosphatases (Antiprotéase/phosphatase 100X Thermoscientific).

Protocole
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— Ecraser le tissu congelé dans le mortier refroidi avec de I'azote avec le pilon jusqu’a

I’'obtention d’une poudre

— Resuspendre dans le RIPA (500 pl de RIPA pour 200 mg de tissus)
— Laisser 30 minutes dans la glace

— Homogénéiser par aller-retour avec une pipette

— Centrifuger 30 minutes a +4°C a 10000 rpm

— Conserver a -80°C si I’échantillon n’est pas utilisé immédiatement.

Le dosage des protéines se fait grace au kit BCA (Thermoscientific). Il s’agit d’une
méthode colorimétrique : le dosage par la méthode du Biuret est couplé avec l'acide
bicinchoninique. Lion Cu?* est réduit a pH alcalin grace a certains acides aminés (et par les
liaisons peptidique a haute température, >37°c). Ensuite 2 molécules de BCA chélatent
spécifiquement le Cu*! et le complexe absorbe a 562nm (pourpre).

Protocole
— Préparer la solution WR : 1 ml de réactif A est ajouté a 20 pl de réactif B
— Préparer la gamme BSA (sérum albumine bovine) : 0,5-1-2-4-6-8-10 pg/ul
— Meélanger 5 pl de la solution de protéines a doser et 40 ul de WR
— Meélanger de la méme maniere les différentes solutions de la gamme dans la solution
WR
— Incubation 30 minutes dans une étuve a 37°C

— Dosage au Nanodrop.

B. Western-blot de LRRTMA4

1. Dénaturation des échantillons

Les protéines doivent étre dénaturées avant leur migration sur gel.

Pour chaque échantillon 50 pg de protéines sont additionnés de bleu de migration 4X
NuPAGE LDS sample buffer 4X (Life Technologies) additionné de 3-mercaptoéthanol et sont
dénaturées sur une plaque chauffante a 95°C pendant 10 minutes. Les tubes doivent étre
mis dans la glace immédiatement apres les avoir retirées de la plague chauffante puis

centrifugés rapidement.
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2. Dépot et migration des échantillons

Les échantillons préparés précédemment sont déposés sur un gel prét a I'emploi,
NuPAGE Novex 4-12% Bis-Tris Protein Gel (Life Technologies), ainsi que 10 ul de marqueur
de taille, Novex Sharp Pre-Stained Protein Standard (Life Technologies).

Le tampon de migration utilisé est le NUPAGE MOPS SDS Running Buffer 20X (Life
Technologies), qui convient pour les protéines de poids moléculaire élevé (16 a 2200 kDa) et
qui est a diluer dans I'eau milliQ.

La migration débute a 50 V (0,02 A) pendant 10 minutes afin de faire pénétrer les

échantillons dans le gel, puis se fait a 150 V pendant 1 a 1h30.

3. Transfert

Pour le transfert le tampon utilisé est le NuPAGE Transfer Buffer 20X (Life
Technologies) a diluer dans I'eau milliQ.

La membrane, Immun-Blot PVDF membrane 7x8,4cm, (Biorad) doit étre
préalablement immergée dans du méthanol puis rincée deux fois dans I'eau avant d’étre
mise dans le bac contenant le tampon de transfert. Quatre papiers Wattman épais sont
également mouillés dans le tampon de transfert. Le gel est retiré de son support en
plastique dans le bac puis le montage constitué de : 2 Wattman épais en dessous, puis la
membrane, au dessus le gel et enfin 2 wattman épais est réalisé dans le bac. Les bulles
éventuellement présentes doivent étre éliminées pour ne pas géner le transfert. Le montage
est déposé sur le Trans-Blot Semi-Dry Electrophoretic transfer cell (Biorad). Le transfert se

fait a 15 V pendant 30 minutes.

4. Hybridation

Deux anticorps différents ont été testés pour la mise au point du Western-blot :
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— Anticorps anti-LRRTM4 ab94520 d'Abcam (la région de la protéine ciblée est : résidus
450 a 550), dilution au 1/1000

— Anticorps anti-LRRTM4 AF5377 de R&D (la région ciblée est: résidus 31 a 424)
dilution au 1/1000
L’actine est utillisée comme contréle :

— Anticorps anti-Bactine sc-81178 de Santa Cruz Biotechnology, dilution au 1/10000 ou
1/5000

Selon les recommandations des fabricants, deux solutions de blocage ont été
préparées. Pour |'anticorps Abcam, une solution de blocage a 2% est réalisée a partir d’ECL
blocking agent (GE Healthcare) dans du PBS-Tween a 0,05%. Pour I'anticorps R&D, une
solution de blocage de BSA a 3% est réalisée dans du PBS-Tween a 0,05%. A cette étape, le
Tween 20 prévient la fixation non spécifique des anticorps.

La membrane est incubée sous agitation pendant 30 minutes (voire 1 heure) dans la
solution de blocage afin d’éviter la fixation non spécifique et ainsi le bruit de fond.

Une dilution des différents anticorps est préparée dans la solution de blocage a 2%
pour l'anticorps Abcam et I'anticorps anti-actine ou dans une solution BSA 0,5%-Tween
0,05% pour I'anticorps R&D.

La membrane est insérée dans un tube falcon de 50 ml (la surface ol sont déposées
les protéines a l'intérieur) afin de réaliser 3 lavages successifs de 5 minutes dans le PBS-
Tween 0,05% sous agitation (5 ml de PBS-Tween 0,05%). Puis les solutions d’anticorps
primaires d’intérét sont ajoutées et le tout est incubé toute la nuit a 4°C sous agitation.

Le lendemain 3 lavages successifs de 5 minutes sont effectués dans le PBS-Tween
0,05% sous agitation. Les solutions d’anticorps secondaires sont ensuite ajoutées dans le
tube correspondant en fonction de I'anticorps primaire a température ambiante pendant 1
heure, sous agitation.

Les anticorps secondaires conjugués a la peroxydase de Raifort (HRP) utilisés sont :

— Anticorps anti-lapin NA934V de GE Healthcare, dilution 1/10000
— Anticorps anti-souris NA931V de GE Healthcare, dilution au 1/10000
— Anticorps anti-chévre AP180P de Merck Millipore, dilution au 1/20000
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5. Révélation

La révélation est faite par chimioluminescence (ECL Prime Western blotting detection
reagent, GE Healthcare).

Dans un premier temps, 3 lavages de 5 minutes dans le PBS-Tween 0,05% sont
réalisés sous agitation. Ensuite la membrane est incubée 5 minutes en présence de la
solution de révélation. Puis la membrane est mise dans une cassette.

Dans la chambre noire, les films autoradiographiques sont disposés dans la cassette
face a la membrane et sont exposés différents temps (10 secondes a 20 minutes) avant

d’étre développés.

IX. Immuno-histochimie

A. Préparation des lames

Les tissus ont été préalablement fixés dans le formol ou le paraformaldéhyde (PFA)
puis inclus en paraffine avant la réalisation de coupes de 5 um au microtome.
Les lames doivent donc préalablement étre déparaffinées et réhydratées.
Protocole :
— Les lames sont immergées dans 3 bacs successifs d’Histoclear 3 fois 10 minutes a
température ambiante (sous la hotte).
— Les lames sont ensuite immergées dans 2 bains successifs d’éthanol 100% deux fois 5
minutes (sous la hotte).
— Elles sont mises dans des bains décroissants d’éthanol (85%, puis 70%, puis 50% et
enfin 30%), 2 minutes dans chaque bain, a température ambiante.
— Les lames sont immergées 5 minutes dans une solution de NaCl a 0,85% a
température ambiante (1,45 ml de NaCl eau gsp 50 ml).

— Puis 2 fois 5 minutes dans le PBS 1X (Phosphate buffered saline).
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B. Démasquage des antigénes

Le démasquage des sites antigéniques se fait a une température voisine de 100°C
pendant environ 30 minutes dans un tampon citrate.

De plus, le Triton X-100 et le Tween 20 sont des détergents non ioniques qui
favorisent la pénétration des anticorps en dissolvant les interactions lipide-lipide et lipide-
protéine.

Protocole :

— Leslames sont immergées 2 fois 5 minutes dans du PBS-Triton X-100 0,1%.

— Les lames sont ensuite immergées dans 750 ml de tampon citrate pH 6 (10 mM) +
0,05% de Tween 20 et chauffées au micro-onde a puissance maximale pendant
environ 10 minutes (temps nécessaire pour atteindre 100°C).

— Le traitement a 100°C dure ensuite 30 minutes (3 fois 10 minutes afin de ne pas
dépasser 100°C et pour vérifier I'évaporation).

— Puis I'ensemble doit refroidir 30 a 40 minutes a température ambiante.

— Les lames sont immergées 5 minutes dans le PBS-Triton X-100 0,1%.

— Les lames sont ensuite incubées 45 minutes a 1h dans du PBS-Tween 0,5%-lait 5%
(pour préparer le PBS-Tween 0,5% : mettre 2.5 ml de Tween 20 dans 500 ml de PBS
et utiliser du lait Régilait® en poudre : 5 g pour 100 ml de PBS-Tween 0,5%).

Un autre protocole a été testé en utilisant un tampon Tris EDTA a pH 9 au lieu du
tampon citrate et en modifiant quelques étapes préliminaires. Ce procédé s’est avéré
beaucoup trop agressif pour les lames. En effet, aprés 30 minutes de traitement par la
chaleur, les coupes étaient trés abimées et les étapes d’hybridation et de révélation n’ont

pas été réalisées.

C. Hybridation

Les lames sont incubées toute la nuit a 4°C avec l'anticorps primaire dilué dans le
PBS-Tween 0,5%-lait 1% dans une boite pour lames en atmosphére humide. 100 pl sont

déposés par lame et I'incubation se fait entre lame et lamelle.
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Trois anticorps anti-LRRTM4 différents ont été testés pour la mise au point de
I'immunohistochimie ainsi que des anticorps anti-NeuN:
— Anticorps anti-LRRTM4 d'Abcam (ab94520 décrit précédement et ab89949, ou la
région ciblée est : résidus 324 a 373), dilution au 1/500
— Anticorps anti-LRRTM4 AF5377 de R&D décrit précédement, dilution au 1/500
— Anticorps anti-NeuN Neuronal Nuclei ABN90OP de Merck Millipore, dilution au 1/1000.
L'anti-NeuN a été utilisé comme marqueur neuronal. En effet la majorité des cellules
neuronales expriment ce marqueur nucléaire (seules les cellules de Purkinje du cervelet, les
cellules mitrales du bulbe olfactif et les cellules photoréceptrices de la rétine ne sont pas
NeuN positives). Il est également un marqueur de différenciation neuronale (son expression
est restreinte au cours de I'ontogénese, les cellules de la zone ventriculaire qui contient les
cellules progénitrices, ainsi que les plaques du plancher, du toit et la zone marginale sont

dépourvues de ce marqueur) (88).

D. Révélation

Les lames sont lavées 3 fois 5 minutes dans le PBS-Tween 0,5%.

L'incubation avec les anticorps secondaires se fait a température ambiante pendant
une heure. Les anticorps secondaires couplés a un fluorochrome sont dilués au 1/200 dans
du PBS-Tween 0,5%-lait 1% :

— Anticorps anti-lapin (A11008, Life Technologies)
— Anticorps anti-chevre (A11055, Life Technologies)
— Anticorps anti-cobaye (A11073, Life Technologies)

Puis les lames sont a nouveau lavées 3 fois 5 minutes dans le PBS-Tween 0,5% et le

montage est réalisé immédiatement a I'aide du milieu de montage Vectashield with DAPI

(Vector Laboratories).
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Résultats

I. Analyse de liaison sur puce Affymetrix 250K

Nous avons fait 'hypothése d’'un mode de transmission autosomique récessif dans la
famille sur la base de la consanguinité dans un premier temps, de I'atteinte de 2 enfants de
la méme fratrie par une pathologie rare et de I'absence d’atteinte des parents et du frere
sain. Nous avons donc présumé que les deux enfants étaient haplo-identiques et

homozygotes au locus en cause, ayant recu le méme haplotype de chacun de leurs parents

(autozygotie).

L’analyse bio-informatique des résultats a permis la mise en évidence de 3 régions
d’autozygotie communes aux 2 enfants (tableau 1 et Figure 18), et pour lesquelles la famille

atteint son lodscore maximal de 1,93.

Nombre de SNPs
Chromosome Début de la région Fin de la région Taille
homozygotes
2p13.1-q13 rs17009372 (73,955,571)| rs17040773 (112,500,035) 2571 38 Mb
18g11.2-q12.1 | rs4800797 (24,758,606) rs585138 (32,526,034) 801 7,7 Mb
19913.32-g13.41 | rs4804000 (47,276,454) rs10426 (51,517,798) 151 4,1 Mb

Tableau 1 : Résultats de I'étude de liaison génome entier sur puces Affymetrix 250K dans la
famille sur la base de la consanguinité.

Les positions sont données sur la version GRCh37/hg19 du génome.
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Figure 18 : Résultats de I'étude de liaison génome entier sur puces Affymetrix 250K dans la
famille sur la base de la consanguinité.

L'analyse filtrée des résultats met en évidence 3 régions significatives de 38 Mb, 7,7 Mb et
4,1 Mb respectivement sur les chromosomes 2, 18 et 19 avec un Lodscore de 1,93
correspondant au Lodscore maximal atteint dans cette famille.

Nous avons également formulé I’hypothése récessive ne tenant pas compte de la
consanguinité des parents. Nous avons donc présumé que les 2 enfants que nous avons pu
étudier étaient alors uniguement haplo-identiques au locus en cause, ayant recu chacun les
deux mémes haplotypes de chacun de leurs parents, qui peuvent étre identiques (variations

homozygotes) ou différents (variations hétérozygotes composites).

L’analyse bio-informatique des résultats a permis la mise en évidence de 22 régions
haplo-identiques communes aux 2 enfants (tableau 2), et pour lesquelles la famille atteint
son lodscore maximal: 0,7. Nous avons ensuite éliminé les régions de moins de 5 Mb (sur les

chromosomes 5, 6 et 10) considérées comme trop petites pour étre significatives.
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Chromosome | Début de la région | Fin de larégion | Nombre de SNPs | Taille en Mb
haploidentiques
1 153,064,336 159,859,392 489 6,8
208,589,905 217,124,015 941 8,5
) 23,176,848 73,434,358 5030 50,3
73,955,571 112,442,218 2570 38,5
17,425,508 38,150,689 1979 20,7
5 110,794,624 153,904,423 4251 43,1
176,284,713 180,696,889 260 4,4
6 147,109,823 151,338,476 439 4,2
8 118,274,754 127,464,064 962 9,1
9 22,161,828 27,174,170 569 5
37,490,577 76,800,597 789 39,3
10,228,684 13,714,646 466 3,5
10 73,093,924 78,663,894 385 5,6
127,580,771 135,422,505 794 7,8
11 61,207,310 134,933,972 7247 73,7
12 63,226,289 115,059,361 572 51,8
13 62,123,094 68,070,573 679 5,9
72,430,863 105,711,151 4066 33,3
16 50,473,548 72,965,194 1944 22,5
17 55,440,184 71,974,611 1177 16,5
18 220,071 32,510,107 2917 32,3
19 47,292,783 59,039,699 651 11,7

Tableau 2 : Résultats de I’étude de liaison génome entier sur puces Affymetrix 250K dans la
famille en ne tenant pas compte de la consanguinité.
Les positions sont données sur la version GRCh37/hg19 du génome.

Il. Séquengage d’exome

Devant |'existence de 3 loci potentiels sur la base de la consanguinité et 19 si la
consanguinité n’est pas prise en compte, la taille de ces régions et le nombre de géenes
présents dans ces régions, nous avons entrepris la réalisation d’un séquencage haut débit de
I’exome pour le premier enfant atteint de cette famille (plateforme a haut débit SOLiD4™
(Life Technologies), projet financé par le genoscope/GIS-maladies rares) afin de sélectionner

des genes candidats.
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Grace a l'interface mise en place par la plateforme de bioinformatique (Polyweb,

Université Paris Descartes, Institut /magine), nous avons filtré les variations qui nous

intéressaient dans le cas de notre premiere hypotheése, en retirant :

les polymorphismes/variants présents dans les bases de données dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), 1000 Genomes, EVS,

les variations identifiées dans d’autres exomes réalisés localement,

les variations identifiées dans les régions non codantes a distance des sites
d’épissages (les variations intergéniques, introniques, dans les pseudogénes ou les
UTR),

les variations neutres (synonymes),

les variations hétérozygotes,

les variations présentes en dehors des 3 régions cibles,

les variations n’ayant pas une couverture suffisante (moins de 5 lectures).

Cette analyse retrouve 1 seule variation correspondant a ces criteres (Figure 19):

mutation avec décalage du cadre de lecture dans I’'exon 4 du gene LRRTM4 c.1639delA, avec

au niveau protéique la prédiction d’une séquence modifiée a partir de |'acide aminé547 et

I’'apparition d’'un codon stop prématuré en 585 (p.Thr547ProfsX39).
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Figure 19 : Filtration des variations retrouvées par séquencage de I'’exome chez le cas index.
En vert sur la base de la consanguinité et en violet en ne tenant pas compte de la
consanguinité.

La présence de cette variation homozygote a été vérifiée par séquencgage direct chez
le cas index. L'étude de la ségrégation familiale a confirmé sa présence a I'état homozygote
également chez le foetus atteint, et a I'état hétérozygote chez les parents et absente chez le
frére sain.

Le géne LRRTM4 appartient a une famille de 4 genes, les LRRTMs (Leucine Rich
Repeat TransMembrane neuronal), qui codent pour des protéines transmembranaires dont
I’expression est prédominante dans le cerveau et qui jouent un réle dans le développement
et le maintien du SNC (89).

Le géne LRRTMA4 est localisé en 2p12. Un épissage alternatif conduit a I'expression de
2 transcrits et ainsi 2 isoformes protéiques : I'isoforme a (isoforme longue) de 590 acides
aminés, et l'isoforme b (isoforme courte) de 518 acides aminés (figure 20). Parmi les autres
proteines LRRTM, LRRTM3 possede également 2 isoformes protéiques, et les autres une

seule.
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Figure 20 : L’épissage alternatif du gene LRRTMA4.

Il conduit a deux transcrits : une isoforme courte (3 exons) et une isoforme longue (4 exons).
Les exons sont représentés par des rectangles bleus (pleins pour les séquences codantes et
vides pour les séquences non codantes).

J’ai ensuite sélectionné les variations sans tenir compte de la consanguinité. Les
filtres appliqués sont les mémes, a I|'exception des régions cibles (19 régions
haploidentiques) et j’ai gardé aussi bien les variations homozygotes qu’hétérozygotes.

Cette analyse retrouve 15 variations dont celle du gene LRRTM4 (figure 19).

J'ai d’abord éliminé 3 variations situées dans des genes dont la fonction ne semblait
pas en relation avec le phénotype de WARBM, ces variations n’ont donc pas été vérifiées en
séquencage direct. Ces variations sont toutes homozygotes :

— ¢.2166-6C>9 dans l'intron 18 de HYOU1,
— €.919C>T (p.Arg307Trp) dans I'exon 11 de NUP107,
— ¢.1342C>T (p.His593Asn) dans I'exon 14 de PMFBP1.

Nous avons éliminé ces variations selon différents critéres : leur nature, la prédiction
de leur effet délétere et la fonction du gene.

HYOU1 (Hypoxia Up-regulated 1, OMIM 601746) code pour une protéine du
réticulum endoplasmique, inductible en cas d'hypoxie et qui a un effet cytoprotecteur rénal
(90), neural (91) et cardiaque (92). Ce géne est dérégulé dans les cancers de la prostate(93),
du sein (94) et de la vessie (95).

NUP107 (Nucleoporin 107kDa, OMIM 607617), joue un r6le dans I'assemblage des
pores nucléaires (96)(97). Son réle au cours du développement embryonnaire est inconnu
chez les vertébrés (98), mais le phénotype d’un mutant poisson-zébre (interruption du gene

par insertion d’un transposon) a été décrit, il comprend la perte du squelette pharyngé,
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I’'absence d’intestin et de vessie et des yeux de petite taille (99). A I'exception du phénotype
oculaire, les signes cliniques du WARBM sont trés différents.

La fonction de PMFBP1 (Polyamine Modulated Factor 1 Binding Protein 1). n’est pas
connue ; il est dérégulé dans la polyarthrite rhumatoide : son élévation dans les fibroblastes
synoviaux de patients (non apparentés) entraine l'augmentation du catabolisme et du
recyclage des polyamines puis I'hypomethylation de I'ADN et enfin l'activation des
fibroblastes (100).

De plus leur étude in silico ne permet pas d’avoir des arguments pour leur
pathogénicité (HSF-www.umd.be/HSF/, ESE Finder-http://exon.cshl.edu/ESE/, PolyPhen-

genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ et Sift-sift.jcvi.org).

J’ai ensuite vérifié par séquencage direct la présence des 11 autres variations

(tableau 3).
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Position \ . Prédiction de I'effet Séquencgage . -
h H H M EV f; lial R
Chr (Hg19) Géne mz/Htz utation S délétere direct Ségrégation familiale emarque
cas index et foetus
interrompu en 2012
EXOC6B/Sec15b hmz exon 8 Polyphen: possibly Variation homozygotes, parents
2 72,786,596 (Exocyst complex | couverture 14 c.901A>G, non damaging (0,518) - confirmée, hétérozygotes, frere sain
component 6B) (C 100%) p.lle301Val SIFT: tolerated (0,38) homozygote non muté, foetus atteint
interrompu en 2009
hétérozygote
hmz cas index, pere et feetus
ARHGEF17 (Rho . L. atteint de 2009
uanine nucleotide couverture 12 exon 11 Polyphen: possibly Variation hétérozveotes. mere rien dans
11 73,071,557 & (A92%, C 8%) c.4399G>A non damaging (0,703) - confirmée, R .yg ’ ’
exchange factor | 1> ) 9505 C | p.Asp1467Asn SIFT: tolerated (0,25) | hétérozygote UTRERIMERIEATBEE | (el
(GEF) 17) 8%) > P-ASP ’ ! ve 2012 non porteurs de la
0 variation
htz cas index, mere, frére sain
VRK2 (vaccinia couverture 58 exon 15 Variation et deux foetus
2 58,386,484 . c.1183G>T non " ‘e 3
related kinase 2) |(G 21%, T 36%, confirmée hétérozygotes, pere non
p.Glu395X L
N 2%) porteur de la variation
. hmz exon 19 Polyphen: benign L
ALK (A | Vv
2 | 29448415 | * h(orzsz?zgsce) couverture 5 |  ¢.3084G>T, non (0,010) - SIFT: i’;i:f:\g:"
yme (T100%) | p.Glu1028Asp tolerated (0,10)
T7C4 h
.C 0 . mz intron 27, pas de | ESE-Finder: Création Variation non rien dans
10 (134,698,600 | (tetratricopeptide |couverture 11 € 3627+7A5G | donnée de 2 ESEs confirmée OMIM
repeat domain 40) (C100%) ’ ‘
hmz Polyphen: possibly
ZNF135 (zinc finger | couverture 23 exon 5 damaging (0,684) - Variation non rien dans
19 58,579,777 .1997C>A ’ .
T protein 135) (A 30%, C52%, CAIa666;s non SIFT: deleterious confirmée Pubmed
T4%, N13%) | P (0,03)
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. |htz couverture exon 23 L
13 | 76,414,575 | tMO7 é;'l'v';;oma'” 22(G59%, T | c.2680G>T non Vigig‘::ﬁg:”
y 36%, N5%) | p.Glu 894X
htz compo . .
. exon 13 Polyphen: benign _— rien dans
8 125,015,535 FER1L6 (fer-1-like 6 | couverture 95 c1648C>T non (0,001) - SIFT: Varlatl.on tlon OMIM,
(C. elegans)) (C63%, T 22%, confirmée
p.Pro550Ser tolerated (0,39) Alamut
N 15%)
Polyphen: probably rien dans
. htz compo exon 38 . L
o |astssns| RS (TICS |courureso| canmscn | nan | STISrel0STS): | ot i
- €1e8 (A 20%, C 80%)| p.Alal690Asp '
(0,02)
0DZ4/TENMA4 (0dd htz compo exon 30 Polyph('en: probably o
11 | 78,387,400 | Oz/ten-m homolog 4 | CUVerture 36| 593657 non | 42maging(1,000)- | Variation non :
e (Drosophila)) (A 28%, C 64%, A'S 1765Tvr SIFT: deleterious confirmée rien dans
P N 8%) P-ASP y (0,02) OMIM,
Alamut
ODZ4/TENMA4 (odd htz compo exon 21 Polyphen: probably Variation non
11 78,443,419 | Oz/ten-m homolog 4 | couverture 26 c.3080C>A non damaging (0,966) -

(Drosophila))

(G73%, T27%)

p.Pro1027GIn

SIFT: tolerated (0,15)

confirmée

Tableau 3 : Description des variations trouvées par exome dans le cas ou la consanguinité n’est pas prise en compte.

Sont indiqués le chromosome sur lequel elles sont localisées, leur position génomique en Hg19, le géne impliqué, les données de couverture de

I’exome, leur présence dans EVS, la prédiction de leur effet délétere, et le résultat de la vérification en séquencage de Sanger (les variations

confirmées sont surlignées en bleu) avec la ségrégation familiale pour les variations confirmées.
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Seules 3 variations ont été confirmées en séquencage direct dans les genes VRK2,
ARHGEF17 et EXOC6B, malgré une couverture moyenne de I'exome correcte (couverture
moyenne de 73X). L'étude de la ségrégation familiale de ces 3 variations confirmées en
séquencage direct a été réalisée. Pour VRK2 et ARHGEF17, |la ségrégation a été étudiée bien
que le cas index soit hétérozygote dans I’hypothése ol une 2° mutation au locus n’ait pas
été mise en évidence par le séquencage d’exome.

Le géne EXOC6B (OMIM 607880) est une sous unité de I'Exocyste au niveau cérébral.
L’exocyste est impliqué dans I'arrimage des vésicules synaptiques et dans le cerveau une
interaction entre I'exocyste et la syntaxine-1 a été observée suggérant un lien entre la
machinerie d’arrimage et celle de la fusion (101). De plus, ce géne est impliqué dans deux
translocations : t(2;7) impliquant EXOC6B et TNS3 associée a un syndrome avec atteinte
rénale, neutropénie, retard de croissance et développement (102), et t(2;8) impliquant
EXOC6B associée a déficience intellectuelle, épilepsie, troubles autistiques, dysmorphie
(103). La fonction du gene EXOC6B dans la transmission synaptique en faisait un candidat
intéressant, mais la ségrégation n’est pas en faveur de I'implication du gene dans la famille,
puisque le foetus de 2009 est hétérozygote.

Le géne ARHGEF17 (OMIM 612494) est un GEF spécifique des GTPases Rho avec une
expression prédominante dans le cceur (104), il a été rapporté comme étant un géne
suppresseur de tumeurs, impliqué dans les mélanomes (mutations non sens)(105). Etant
donné que le foetus de 2012 n’est pas porteur de la variation a I'état hétérozygote, le géne
n’a pas été retenu comme candidat.

Le gene VRK2 (OMIM 602169) dont la fonction est encore inconnue, a été associé a la
prédisposition a la schizophrénie (par des études d’association génome entier)(106)(107).
Une diminution de son expression a été rapportée dans les carcinomes (108). Il a été
considéré comme un gene candidat dans le glaucome a angle ouvert, par analyse de liaison
dans deux familles et sélection de génes candidats par étude des interactions protéine-
protéine (109). Un géne de la méme famille, VRKI (OMIM 602168) est impliqué dans
I’hypoplasie ponto-cérébelleuse de type 1A (110). VRK2 ne peut pas étre exclu par I'analyse
de la ségrégation familiale. J’ai donc vérifié I'absence d’un 2° événement a I'aide d’IGV (outil
qui permet de visualiser les alignements des séquences sans qu’aucun filtre n’ait été
appliqué et constaté que les exons 1 et 3 n'étaient pas couverts. Le séquencage complet des

exons et des jonctions intron-exon a donc été réalisé chez le cas index, et a permis d’exclure
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définitivement un deuxiéme événement dans la séquence codante ou aux jonctions
introniques qui n’aurait pas été mis en évidence par I’'exome.

Ainsi le meilleur candidat reste le gene LRRTMA4.

Lors de l'identification du géne TBC1D20 comme 4° géne responsable de WARBM,
I’'absence de mutation dans ce géne a été vérifiée chez le cas index a partir des données de
I'exome. De plus, TBC1D20 localisé en 20p13, est situé en dehors des régions haplo-
identiques identifiées par I'analyse de liaison réalisée dans la famille étudiée, le WARBM ne

peut pas lui étre imputé dans cette famille.

lll. Séquengage direct de LRRTM4

Afin de valider I'implication du géne LRRTM4 dans le WARBM, nous |'avons séquencé
chez des patients atteints de WARBM pour lesquels aucune mutation n’avait été trouvée
dans les 3 génes connus au moment de I'étude, RAB3GAP1, RAB3GAP2 et RAB18. Le
séquencage direct de LRRTM4 chez 68 patients n’a pas permis de retrouver d’autre mutation
de LRRTMA4.

Comme le WARBM est un syndrome rare et le nombre de patients restreint, nous
avons décidé de séquencer LRRTM4 chez des patients avec des caracteres phénotypiques du
spectre du WARBM: 126 patients ont ainsi été testés, mais aucune mutation n’a été

identifiée.

IV. Expression de ’ARNmM

La mutation identifiée dans notre famille, localisée dans I'exon 4 (p.Thr547ProfsX39),
n’affecte que I'isoforme longue de ’ARNm constituée de 4 exons alors que I'isoforme courte
n’en possede que 3. C’est pourquoi nous avons voulu étudier I'expression de chacune de ces
deux isoformes de maniére spécifique d’abord chez des témoins, puis chez des membres

atteints de la famille pour connaitre I'effet de la mutation sur le transcrit de I'isoforme
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longue. Nous avons donc choisi des amorces spécifiques de chaque isoforme et incluant la

mutation identifiée pour les amorces de I'isoforme longue (figure 21).

FE R

i

R

c.1639delA

Figure 21 : Localisation des amorces de la RT PCR pour la détection des deux isoformes de
LRRTMA.

Chaque couple est désigné par une couleur, I'amorce F violette est commune a deux couples
d’amorces. La localisation de la mutation qui ségrége dans la famille étudiée est désignée
par une fleche rouge.

Les ARNs ont été extraits dans un premier temps, a partir de sang d’un témoin adulte
et de fibroblastes d’un foetus témoin, interrompu a 24,5 SA pour autre syndrome
polymaformatif. L’étude de I'expression dans ces cellules était intéressante du fait qu’elles
sont facilement disponibles. Dans le cas ou I'isoforme longue s’exprimerait dans ces cellules,
son expression aurait pu étre étudiée chez les membres de la famille a partir de culture de
fibroblastes disponible pour un foetus interrompu ou de prélévements sanguins chez les
parents non atteints. Malheureusement, le géne LRRTM4 n’est pas exprimé dans les
lymphocytes et seule I'isoforme courte est exprimée dans les fibroblastes (données non
montrées).

Afin de choisir des tissus cibles a analyser, nous nous sommes intéressés alors au
profil d’expression de LRRTMA4.

Les génes LRRTMSs sont tous exprimés de maniére prédominante dans les neurones
du SNC avec des profils d’expression spécifiques dans les différentes régions du cerveau
(ainsi que dans d'autres tissus). Leur expression est aussi régulée au cours du
développement (89).

Ainsi ont été analysés le cortex cérébral foetal issu d’'un témoin de 18 SA interrompu
pour anomalie chromosomique, la moelle épiniere issue de, deux feoetus interrompus
respectivement a 10,5 et 13,5 SA par IVG, ainsi que la moelle épiniére du 2° feetus de la

famille.
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La RT PCR montre que les deux isoformes de I’ARNm de LRRTM4 sont exprimés chez
les témoins dans le cortex cérébral et la moelle épiniere au cours du développement (figure

22).

A

Figure 22 : Expression des isoformes longues et courte de LRRTMA4.
Expression dans le cortex (A) et dans la moelle (B) au cours du développement. L'isoforme
longue a été étudiée avec deux couples d’amorces comme indiqué dans la figure 21.

L’expression de l'isoforme longue a été étudiée dans la moelle du foetus de 2012,
porteur de la mutation a I’état homozygote. L'isoforme longue de ’ARNm est présente dans
la moelle de ce foetus (figure 23). Tous les produits des RT-PCR ont été séquencés afin de
vérifier qu’ils correspondaient bien aux isoformes longue et courte de ’ARNm de LRRTMA4. La
mutation c.1639delA a bien été retrouvée a I'état homozygote lors du séquencage de ’ADNc
correspondant a I'isoforme longue de I’ARNm de LRRTMA4 chez le foetus atteint. La mutation

¢.1639delA n’affecte donc pas I'expression de I'isoforme longue de ’ARNm de LRRTMA.
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CACCAGCCACTCCATGTCACCAAGGGCTATGAGACAGTGTC”

Figure 23 : Expression des isoformes courte et longue de ’ARNm de LRRTM4 dans la moelle
épiniére chez le 2° foetus interrompu a 14 SA de la famille étudiée (par rapport a un témoin
de 13,5 SA).

La séquence de I’ADNc correspondant montre la présence de la mutation c.1639delA a I'état
homozygote.

V. Expression de la protéine

Le Western blot a été mis au point avec I'anticorps anti-LRRTM4 AF5377 de R&D
(figure 24).

Nous avons pu montrer que les deux isoformes sauvages sont exprimées dans la
moelle épiniere dés 13 SA au cours du développement et que la protéine tronquée est
présente chez le foetus muté interrompu en 2012 avec un ratio isoforme longue/isoforme
courte inchangé. En effet, les tailles des bandes obtenues correspondent a la taille attendue
des deux isoformes courte et longue qui est respectivement de 59 et 67 kDa.

Par contre le gel n'est pas assez résolutif pour distinguer les isoformes longues
sauvage et mutée en terme de taille carla protéine tronquée prédite ne possede que 6 AA en
moins par rapport a la sauvage, ce qui est insuffisant en terme de poids moléculaire pour

étre visualisé en western blot.
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Figure 24 : Expression des isoformes courte et longue de la protéine LRRTM4 dans la moelle
épiniére.

Etude chez le 2° foetus interrompu a 14 SA de la famille étudiée ainsi que chez 4 foetus
témoins agés de 13, 14, 15 et 16 SA. La Bactine a été utilisée comme témoin.

VI. Immuno-histochimie

Apres avoir montré que l'isoforme longue mutée était exprimée, nous avons voulu
étudier la localisation de LRRTM4 dans le cerveau au cours du développement chez
I’'homme. Afin de mettre au point la technique d’immuno-histochimie, plusieurs conditions
ont été testées. En effet, 3 anticorps avec une immunogénicité différentes, deux mode de
fixation : au formol et au PFA et deux procédés de démasquage : en tampon citrate et en
tampon EDTA, ont été réalisés. De plus cette mise au point a été réalisée sur des régions du
cerveau différentes. Dans un premier temps, I'étude au niveau du cortex, siege de la
polymicrogyrie présente dans le WARBM, a été envisagée. Des coupes sagittales de cortex
d’un foetus témoin de 20 SA ont été choisies. Ensuite devant les difficultés rencontrées,
I’étude au niveau du gyrus denté, formation ou I'expression de LRRTM4 est la plus élevée, a
également été réalisée avec des coupes de I'hippocampe d’un feetus témoin de 20 SA.
Malgré les différentes conditions testées, aucun anticorps n’a permis de bien révéler
LRRTMA4. Il faudra désormais tester d’autres conditions de démasquage des anticorps, la
fixation étant un parametre peu variable. En effet, les tissus sont le plus souvent fixés dans le

formol ou le PFA en anatomopathologie.
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Discussion

I. Etude génétique

Dans une famille consanguine présentant un WARBM et excluant les 4 loci connus a
ce jour, nous avons utilisé conjointement deux techniques d’exploration du génome entier :
les puces SNPs et le séquencage d’exome. La puce SNPs nous a permis de réduire le champ
d’exploration a des régions d’intérét homozygotes ou haplo-identiques et ainsi de
sélectionner une mutation tronquante a I’'état homozygote dans I'exon 4 de LRRTMA4,
identifiée par séquengage d’exome chez le cas index de la famille. Cette stratégie nous a
permis d’identifier un nouveau géne candidat dans le WARBM montrant ainsi la puissance
du séquencage au débit, mais aussi ses limites avec les nombreuses variations qui n’ont pas
été confirmées en séquencage de Sanger. Dans le futur, 'amélioration de la couverture et de
I'efficacité de la capture permettra de mieux distinguer les vraies variations des artéfacts.

L'objectif de mon travail a été d’étudier I'effet délétére de la mutation identifiée dans
notre famille. La mutation c.1936delA dans I'exon 4 de LRRTM4 entraine par décalage du
cadre de lecture, une séquence tronquée a partir de la position 547, ainsi le domaine
intracellulaire est manquant dans sa partie C-terminale. L'expression de I’ARNm de
I'isoforme longue de LRRTMA4 n’est pas affectée par la mutation, suggérant qu’il n’est pas
dégradé par le NMD, principal mécanisme de dégradation des ARNm avec un codon stop
prématuré. Le NMD est capable de reconnaitre un ARNm aberrant quand le codon stop est
en amont du dernier exon (111). La mutation identifiée étant présente dans le dernier exon,
ARNm ne peut pas étre dégradé par le systeme NMD. De plus, l'isoforme longue de
LRRTM4 tronquée est également présente avec un ratio des deux isoformes apparemment

inchangé.

Pour valider I'implication de LRRTM4 dans le WARBM, j’ai recherché des mutations
de ce géne chez des patients atteints de WARBM, pour lesquels aucune mutation dans les 3
genes connus au moment de ce travail n’avait été retrouvée. Aucune mutation de LRRTM4

n’a été mise en évidence chez les 68 patients atteints de WARBM. L'implication de ce géne
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dans le WARBM pourrait étre rare du fait que LRRTM4 est un géne de petite taille, ainsi d’un
point de vue statistique, la probabilité d’'une mutation dans ce géne est plus faible. Si le
phénotype résulte d’une mutation spécifique de l'isoforme longue, la probabilité de
mutation dans I'exon 4 est encore plus faible. A ce jour, seules 144 familles WARBM ont été
rapportées (18). Dans le spectre WARBM/Martsolf, RAB3GAP1, le géne le plus fréquent, est
impliqué dans 41% des familles, RAB3GAP2 dans 7%, RAB18 dans 5% et TBC1D20 dans 5%
également. La chronologie d’identification de ces génes suit la fréquence de leur implication,

ainsi une implication rare de LRRTM4 est plausible.

Il. Les protéines LRRTM

Malgré I'absence de mutation identifiée chez un autre patient, LRRTM4 reste un
excellent candidat dans le WARBM par son expression et sa fonction. En effet, le gene
LRRTM4 appartient a une famille de 4 genes trés conservés, les LRRTMSs (Leucine rich repeat
transmembrane neuronal), qui codent pour des protéines transmembranaires. Les protéines
LRRTMs possédent une structure commune constituée d’'un domaine extracellulaire lui-
méme constitué de dix domaines LRR, dont la fonction est d’interagir avec des protéines
présynaptiques et qui sont entourés de domaines riches en cystéine; un domaine
transmembranaire, et un domaine intracellulaire. Ce domaine contient des sites de
phosphorylation, qui pourraient étre impliqués dans la transduction du signal ainsi que des
sites de glycosylation. Ce dernier domaine est trés conservé dans sa partie C-terminal avec
une séquence consensus ECEV, commune a tous les LRRTMs, qui ressemble a la séquence
consensus de liaison des protéines a domaine PDZ de classe | comme PSD-95 ou d’autres
protéines de soutien des synapses glutamatergiques (112)(113)(figure 25). La séquence ECEV
de lisoforme longue de LRRTM4, par I'ajout de I'exon 4, est modifiée en ECEM et se
retrouve située au milieu du domaine intracellulaire. Ceci suggére I’existence de partenaires
intracellulaires spécifiques de I'isoforme longue de LRRTMA4. Ainsi, la protéine tronquée des
43 derniers acides aminés de l'isoforme longue prédite par la mutation n’affecte pas la
séquence ECEM, mais pourrait supprimer un autre site d’interaction protéique. Une analyse
par double-hybride avec ces 43 acides aminés comme appat a été réalisée (cf paragraphe

suivant).
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Figure 25 : Domaines de I'isoforme longue de la protéine LRRTMA4.

Un domaine extracellulaire constitué d’un peptide signal PS, 10 domaines LRR entourés de 2
domaines riches en cystéine NF et CF1, un domaine transmembranaire TM et un domaine
intracellulaire Les positions des principaux domaines et de la mutation sont indiquées. Les
exons codant les différents domaines sont indiqués en dessous.

De plus, les génes LRRTM sont tous exprimés de maniére prédominante dans les
neurones du SNC avec des profils d’expression spécifiques dans les différentes régions du
cerveau.Leur expression est aussi régulée au cours du développement. En effet, 'ARN de
LRRTMA4 est exprimé, chez 'lhomme, de maniere prédominante dans le SNC, y compris la
moelle épiniére et le cervelet, au cours du développement et a I’dge adulte, mais aussi dans
d’autres tissus. Et tous les ARNs des LRRTMs ont été détectés dans I'amygdale, le noyau
caudé, le cervelet, le corps calleux, I'hippocampe et le thalamus (qui sont les 6 régions
analysées dans le travail de Lauren et al., (89), figure 26).

L’expression au cours du développement chez la souris a été étudiée par hybridation
in situ. Tous les LRRTMs sont exprimés dans le tube neural avec également un profil
d’expression spécifique dans les différentes régions du tube neural. L'expression de LRRTM4
apparait a partir du 8e JPC dans le mésoderme caudal, puis s’étend dans le tube neural, le
mésenchyme des membres et dans 3 vésicules cérébrales (notamment dans le

mésencéphale) (114).
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Figure 26 : Analyse semi quantitative de I’expression des ARNs des génes LRRTMs par RT PCR
d’apres Lauren et al. (89).

Dans différents tissus humains (A) et plus particulierement dans le cerveau (B). Le gene PPIA
(peptidylprolyl isomerase A) est utilisé comme témoin.

Ainsi la structure et le profil d’expression ont conduit a I’hypothése d’un réle des

LRRTM dans le développement et le maintien du SNC.

lll. Fonction des LRRTM / voie de signalisation

Récemment, la fonction des LRRTMs a été élucidée. Ce sont des protéines d’adhésion
synaptiques qui en coopération avec les neurexines et les neuroligines jouent un réle dans la
différenciation des synapses excitatrices glutamatergiques. Les LRRTMs, localisés au niveau
de la membrane postsynaptique, sont avec les neuroligines, des ligands des neurexines
(108). LRRTM1 et LRRTM2 ont été les plus étudiées : elles induisent par leur interaction
trans-synaptique avec les neurexines une différenciation aussi bien présynaptique que
postsynaptique. Cette différenciation se traduit par le développement de synapses
fonctionnelles et le recrutement de différents composants synaptiques dont les récepteurs
AMPA (116)(117) (figure 27). LRRTM1 et LRRTM2 jouent également un réle dans la LTP grace
au maintien des récepteurs AMPA au niveau des synapses de la région CAl de I'hippocampe
apres la phase d’induction de la LTP (118). Cette fonction dans la plasticité synaptique

rappelle celle de Rab3A dans la LTP dans la région CA3 de I’hippocampe.
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Figure 27 : Représentation des neurexines (NRXN), neuroligines (NLGN) et des LRRTM
interagissant au niveau de la synapse glutamatergique d’apres Francks (119).

LRRTM4 possede également une activité synaptogénique présynaptique (112) et
appartient aux complexes macromoléculaires formés autour des récepteurs AMPA (120).
Récemment, Siddiqui et al.,, ont confirmé le réle de LRRTM4 dans le développement
synaptique et ont montré par un modele murin KO Irrtm4-/-, que ce géne est essentiel au
développement et a la fonction des synapses excitatrices glutamatergiques (121). Cette
fonction est due a linteraction trans-synaptique de LRRTM4 avec des protéoglycanes a
héparane sulfate (HSPGs), contrairement a LRRTM1 et LRRTM2 qui se lient aux neurexines
(121)(122).

Au sein des HSPGs, les syndecans au nombre de 4 (SDC1-4) sont transmembranaires
et les glypicans au nombre de 6 (GPC1-6) sont ancrés dans la membrane via un groupement
glycosylphosphatidylinositol (GPI). lls possedent 2 ou 3 chaines héparane sulfate (HS) qui
leur permettent de se lier a des morphogenes (Wnts, SHHs, BMPs), des facteurs de
croissance (FGFs) et a des molécules de guidance axonale (Slitl et Slit2, Semaphorine 5A,
Ephrine A3) et régulent ainsi de nombreuses voies de signalisation. Les HS sont trés exprimés
dans le SNC et ont un réle essentiel dans le développement cérébral chez les mammiféres et
notament dans la croissance des axones commissuraux et dans la neurogénése corticale.
L'inactivation du gene Ext1, qui code pour une protéine impliquée dans la biosynthése des

HS, dans les progéniteurs neuronaux chez la souris provoque une microcéphalie associée a
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une atteinte de la neurogénese corticale, une absence des différentes commissures
interhémisphériques dont le corps calleux et le chiasma optique (123)(124). L'inactivation de
Extl dans le mésenchyme périoculaire altére la morphogénése oculaire et induit une
microphtalmie (125). Une microcéphalie et une atteinte de la neurogénése corticale ont
également été rapportées chez la souris Gpcl-/- (126). Ces modeéles murins suggerent que la
microcéphalie, I'agénésie du corps calleux et la microphtalmie observées dans le WARBM
pourraient étre dues a une atteinte de la voie de signalisation des HSPGs.

L'identification des HSPGs comme partenaires présynaptiques de LRRTM4 pourrait
ainsi nous aider a comprendre les mécanismes physiopathologiques reliant des mutations de
LRRTMA4 au phénotype du WARBM. Deux hypothéses non exclusives I'une de Il'autre sont
actuellement envisagées. La premiére est une altération de la voie de signalisation des
HSPGs, hypothése étayée par la diminution des HSPGs dans le gyrus denté des souris KO
Irrtm4-/-. L’autre hypothése est une interruption de la voie de signalisation intracellulaire de
LRRTM4; un double hybride (Hybrigenics) a ainsi été réalisé en utilisant comme appat le
domaine intracellulaire de l'isoforme longue de LRRTM4 afin d’identifier les partenaires
intracellulaires post-synaptiques de LRRTM4. Cette étude a permis d’identifier 2 partenaires
potentiels de LRRTM4, NeuroD2 et USP7, qui doivent étre désormais validés.

NeuroD2, facteur de transcription neuronal semble un partenaire particulierement
intéressant. En effet, I'étude des souris KO neurod2-/- a montré que les régions du cerveau
exprimant NeuroD2 étaient de plus petite taille et les fissures du cervelet moins profondes
par comparaison aux souris WT (127). Ces souris présentent aussi une agénésie du corps
calleux (128). Cette étude a également permis de montrer que NeuroD2 régulait la
maturation postsynaptigue des synapses glutamatergiques thalamocorticales et
hippocampiques en augmentant la proportion des récepteurs AMPA membranaires
(128)(129). De plus, la surexpression de NeuroD2 dans des cellules de neuroblastome
suggere sa capacité a induire une maturation présynaptique, en augmentant I'expression de
SNAP25 et de la synaptotagmine, deux protéines présynaptiques impliquées dans
I’exocytose (130). Plus récemment Bormuth et al., ont élucidé le role de NeuroD2 dans le
développement du corps calleux par étude de souris double KO neurod2/neurod6. lls ont
montré que ces deux facteurs de transcription étaient indispensables a la formation des
projections axonales et a I'expression de la contactine 2, molécule d’adhésion nécessaire

pour la fasciculation axonale (131).
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USP7 est une déubiquitinase impliquée dans la régulation de la voie p53 dans le SNC.
En effet, les souris KO conditionnelles avec inactivation spécifique de USP7 dans le cerveau,
sont caractérisées notament par un cerveau hypoplasique résultant de I'apoptose induite
par p53, liée a une accumulation de p53 (132). USP7 pourrait jouer un réle au cours du

développement du SNC en régulant I'apoptose des neurones.

Les neurexines et neuroligines ont été impliquées dans des atteintes du SNC ou des
troubles psychiatriques. Les neuroligines sont impliquées dans I'autisme et des mutations
hétérozygotes des NLGN3 et NLGN4 ont été identifiées chez des jumeaux dans 2 familles
distinctes (133)). Dess mutations hétérozygotes tronquantes des NRXN1 et NRXN2 ont été
trouvées respectivement chez une femme atteinte de schizophrénie et un homme avec des
troubles autistiques (134)). De plus, des mutations de NRXN1 ont été rapportées dans le
syndrome de Pitt-Hopkins-like, qui associe un retard mental sévere, une épilepsie, une
microcéphalie, une atteinte respiratoire et une dysmorphie faciale (135). A ce jour, des
études d’association ont aussi permis de lier LRRTM3 a I'autisme (136) et LRRTM1, soumis a
empreinte maternelle, a la schizophrénie et la latéralisation (137)(138). De plus, un modéle
de souris KO Irrtm1-/- conforte I'hypothése d’un rbéle de LRRTM1 dans ce trouble
psychiatrique (139). Enfin LRRTM4 pourrait étre lié a I'autisme (140)(141). L'étude de la voie
de signalisation de LRRTMA4 pourrait permettre également une meilleure compréhension de
la physiopathologie de certains troubles psychiatriques. Ainsi, la grande famille des protéines
d’adhésion synaptique semble jouer un réle majeur dans un spectre d’anomalies allant de
troubles psychiatriques a des anomalies du SNC, et font des LRRTM d’excellents génes

candidats pour des pathologies neurologiques ou psychiatriques.
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Conclusions et perspectives

Le WARBM est un syndrome tres rare, pour lequel les génes connus a ce jour
expliqguent 60% des cas environ. L'utilisation de nouvelles techniques d’exploration globale
du génome a permis d’identifier une mutation homozygote avec décalage du cadre de

lecture dans le géne LRRTM4, au sein d’une famille consanguine.

Cependant, une seule mutation a été identifiée : nous envisageons d’étudier I'effet
de linactivation par morpholino de Lrrtm4 chez le poisson zebre et le sauvetage du
phénotype par linjection d’ARNm humain porteur de la mutation identifiée afin de
confirmer la pathogénicité de la mutation identifiée.

Comme la protéine tronquée est exprimée, la technique d’immuno-histochimie sur
coupes de cortex et d’hippocampe foetaux en cours de mise au point, permettra également
de définir le patron d’expression de LRRTM4 chez 'homme. L'étude de la localisation
subcellulaire de la protéine est envisagée a I'aide d’'une construction sauvage et mutante
taggée par un marqueur fluorescent. En cas de localisation anormale, cette étude
permettrait de déterminer si la localisation anormale de la protéine tronquée abolit
I'interaction de LRRTM4 avec les HSPGs.

La souris Irrtm4-/- est viable, fertile et ne semble pas présenter d’anomalie
morphologique cérébrale (121). Grace a une collaboration avec le Dr Anne Marie Craig
(Université de British Columbia), une étude approfondie du phénotype neurologique de ces
souris serait intéressante, notamment a |'échelle histologique (plaque corticale) et
permettra peut étre de découvrir des anomalies plus subtiles en rapport avec celles
observées chez les patients WARBM. Un étude sur le plan fonctionnel en terme de
transmission synaptique est aussi envisagée. De maniere intéressante et comparable, les
souris KO Rab3gapl-/- présentent une libération diminuée des vésicules synaptiques
glutamatergiques et une plasticité synaptique altérée dans I’hippocampe, mais ces souris

sont viables, fertiles, sans anomalies cérébrale, oculaire et génitale (Sakane et al., 2006).
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Enfin, les résultats du double hybride ont permis d’identifier deux partenaires
potentiels de LRRTM4 : NeuroD2 et USP7, qui deviennent eux mémes des génes candidats

pour le WARBM.

Cette année de recherche nous a permis d’identifier un gene candidat dans le
WARBM et ouvre des perspectives plus larges afin de comprendre I'implication de cette
mutation dans la maladie. La caractérisation fonctionnelle de LRRTM4 dans le WARBM,
permettra une meilleure compréhension des mécanismes et voies de signalisation
impliquées dans le développement du systeme nerveux central normal et |Ia

physiopathologie de la polymicrogyrie.
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CONCLUSIONS

[HESE SOUTEMUE PAR ; Anne LEGRAND

le syndrome Micro-Warburg (WARBM, OMIM 500118) est un syndrome polymafformatif
autosomigue récessif sévere, sousent létal, gul assocle des anomalies oculaires [microcornda,
cataracte cangénitale, atrophie optigue), un retard mental avec anomalies du SNC [microcephalie,
hypoplasie ou agénésie du corps calleux, pachygyne ou micropolygyrie] et un hypogenitalisme
hypothalamigue. Ce syndrome est diniguement proche d'une autre entité, le syndrome de Martsoll
fothA- 21 2720} caracténisd par un rotard - mental, une-cartaracte; =t un-hypogonadisme-central Le
phenotype neurslogique est plus sévire dans le WARBM, Incluant une hypoplasie cu agénasia du
corps calleux, wne pachygyrie/polymicrogyrie moins sévére ou absente dans le symdrome de
Martsalf.

Le chevauchemeant dinigee entre ces 2 syndromes est reflété par Pimplication du complese
protéigue RAB3IGAP dans lewr #iologic. Ce complexe hitdrodimérique ast constiué de la sous-unité
catalytique pl130, codée par le pene RAAZGAP], et de la spus-unité non catalytigue pl50, codée par
le gine RASIGAPT, Des mutations de ces génes ont &td (dentifides chez des patients attaints de
WARRM ou de syndrome de Martzolf. L'étude de corrélation génotype-phénotype £tablit clairement
que ces deux syndromes appartiennent & un continuem phénctypigue en relation avec la nature et la
svgirité de la mutation. De plus des mutations de RSE18 et TRCIDMD ont @t rapporiées cher des
patients WAREM. L'étude de Mensemble des variants identifies révele une implication de RABIGEAP]
dans 41% des cas, RABIGARY dans T des cas, RABIE dans 5% des cas el TACIO20 dans 5%, Adnsi ces
syndromes sont caracterisés par une héléragendétd panétigue avec plus de 40 de patients sans
mutation dans les & genes connus, suppasant la découverte de nouve aus génes.

Mous avons &tudié une famille consanguing d'origine algérienne dans lagquelle trois enfants étaient
afteints de WARBM et un enfant non atteint, Une #ude de faison genome entier dans la Tamille a
mis en dvidence trols régions &' homozygotie respectivernent sur les chromosomes 2 {38 Mb), 18 (7,7
Mk et 19 (4.1 Mb], sur la base d= la consanguinité ; et a permis d'exclure les 4 génes connus. Un
saquengape d'exome a élé sgalement réalisé chez le cas indew. L'application de filires successifs a
permis de retenic une seule variation homozygote dans les 3 régions d'homozygotie parmi les 56019
variations identifides. Cette variation est ure mutation avec décalage du adre de lecture dans e
Eene LRATAA.

LAETAY appartient & une famille de 4 geras, les LEATME (Leudne Rich Repeal Transhembsane
neuronal], qui codent pour des protéines transmembranares impliguees dans |a différenciation
présynaptique des synapses excitatrices. Ce géne posséde 4 exons, 'exon 1 est non-codent et Pexon
4 g5t soumis 3 épissage alternatif, conduisant & I isofarmes protéigues, une courte de 518 aa 8t une
lengue de 590 aa. La mutation identifide, situde dans I'exon 4 conduit & une protéine tronguée
partir de I'aa 547 avee un codon stop prematuré (p.Thr547FrofsX34). La vérification en séquencage
de Sanger ainsi gque [analyse de ségrégation famikale ort confertd (ARTAY comme seul gens

candidat pertinent,
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Afin d'explorer 'effet de cette mutation, I"expression de FARNm de [RRTAS a été étudiee dans la
moelke épiniére d'un des patient atteint de motre famille (foetus de 14 5&) ains que ched un lemon
au méme stade de développement, Nous avons maontre gue les 7 isoformes etaient transcrites chez
le patient, oo qui suggere Pabsonce de degradation de 'ARNMm par e HMD {Nonzense rradiated
decay). De plus, nous avons montré que bes deux protéines dtaient exprimées dans [a moelle épinlére
dés 13 54 et que Pisoforme langue trongueée Stait détectable par western blot dans ia moelle
épinidre cher le fortus avec un ratio des deux isoforemes apparemment inchangé. Cecl suggére que
I'effet délétire de la mutatien est secondaire & "absence de |a partie C-Terminale intracellulaire de
l'isoforme longue. L'étude de Ieffet de 'inactivation par morpholing de lertmd cher e poisson zebre
et le sauvetage du phénotype par linjection d’aAENm humain porieur de la mutation identities
dovrait permettre de confirmer la pathogénicite de la mutation identilide.

——#fin de valider LRETME comme n nouveau ghne impliqué dans le 'WaRBM, le séguencage du géne
LRATAAS & é0é entrepris cher 68 patients atteints de WAREBM issus de 2 cohortes intemationales, puis
chez 126 patients présentant une anomalie de la plaque corticale, dont font partie la polymicrogyrie
et la pachypyrie présentes dans e WARBM, mais avcune mutation n'a élé mise en évidence chez un
autre patient,

Récomment il a @t montré que LRRTME interagissat des protéoglycanes a héparane sulfate {H5PGs)
eb que cette interaction trans-synaplique joualt un réle dans le développement des synapses
excitatrices, Aind des mutations de LRATAM pourraient induire une altération de la wie de
signalisation des HYPGs, Deux hypothéses sont ainsi acdteellement envisagées concernant les
mécanismes physiopathologiques pouvant expliquer gue fe WARDM 0it associe a des mutations de
LRATA, hypothéses, non exclusives 'une de "autre

1/ Une altération de la voie de signalisation des H5PG:

2! Ung interruption de la voie de signalisation intracellulaire de (RETAM; un double hybride a ainsi
éte: réalisé en utilisant cormme apgdt le domaine intracellulaire de Pisoforme longue de LRRTRAS afin
didentifier les partenaires intracellulaires post-synaptiques de LRRTM4,

L'identification des mécanismes et de la woie de signalisation impliquées dans le WaAREM 3 travers

LRATAG devralent permetire de micux comprendre les bases physiopathalogiques des anomalies du
développement cortical chez Nhomme.

Le Président de la thése,
Mom : Vinciguerra Christine

Signature : —

Vu at permis d'imprimer, Lyon, la, AL, rﬂ:""j [1

Vu, le directaur de lnstitut des Seience: Pharmaceutiques et
Biclogigues, Faculté de Pharmacie

Pour le Président %ﬂm&_ﬂt& Claude Bernard Lyom |,
{ il Ll
/ — Mﬂ_ T

- T Professeur Christine VINCIGUERRA

102

LEGRAND
(CC BY-NC-ND 2.0)



Annexes

Annexe 1 : Amorces utilisées pour le séquengage direct et conditions de PCR

Géne Amplicon Amorce Forward Amorce Reverse Conditions
Exon 2 CCAACGGCTTCCTTTTCC AAACTCAAAGGCTGCTGCTC
TCTCGGGGAAGTTTGTATTGG
Exon 3-1 CCTAAGCAGCAAACATGCAA AGGTCCAGATTGCGGAGATT
Exon 3-2 TCAAGGGATCCGTAGACTGAA GGCTCAATTCCTTGGATGTC Taq Roche
LRRTMA4 Touch down
Exon 3-3 CTTCAACCTCCGCTCAATTT GACGTCAGGTTTGAAGATGG 69-55°C
Exon 3-4 AGCACATCCAGGGTGAAAAG CACCTCTAGGGCTTCAAACA
Exon 4 CAAAAATACAACCTGATGAGTGC GATTGCGCGATTGTGGAC
Géne Amplicon Amorce Forward Amorce Reverse Conditions
ALK Exon 19 TGTCTCAGTGGGGGAGGTTA AGTGACACCTTGGCACCTGT
Taqg Roche
EXOC6B Exon 8 TGGCCTTTATAAAAAGAACCAAA | TCCTTAAACAACAAGAGTTTTCTCA Touch
down
TTC40 Exon 27 TTAAGCTGGAGGTGGAGGAA GAAAGGGACCACTGAAACCA 64-50°C
ARHGEF17 | Exon 11 TGTCTAAGGAGAGAGGCAGGTC CTGGCTCCTGAAGTCACAGA Taq Roche
Touch
ZNF135 Exon 5 TGCAATGAGTGTGGAAATC GTCTGAGGGGAGTGCTGTGT down
69-55°C
VRK2 Exon 15 CACGCAAAAACTTGATCTTGTA AGGCCAAAGTCCAGTTGAA
LMO7 Exon 23 | AATAATTTATGTGTGCAAAAGTGG | TGAGATTGTTGCGTTTAAAATTAG
FER1L6 Exon 13 TTGCTGTGGGAGAACATGAG TCCTAGAAACTGGACAAAATTCC | Taq Roche
Touch
FER1L6 Exon 38 TGCTCTGTGACCACATTGAAA TGTTTCCAGGTTTTTGCTATCAT down
64-50°C
0ODz4 Exon 21 AATGCTGAGACCCTTTGGTG CTGACCCAAGCCCTACAGAG
0ODz4 Exon 30 CATCCTTTAAAGTCCCCTCCA CCCAGGGAATTTCAAGAACA
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Géne | Amplicon Amorce Forward Amorce Reverse Conditions
Exon 2 TTGAAGACATTTTGGGAAGTG TGATGTCTTGAACCTAGACACTG
Exon 3 TCAGGCAGATTTGAGTTTCTG CCAGGGTAATAGCTGGCAATA
Exon 4 TGGAAATCTGGTGCCTATGTT CCATCTGTCTTGCTTTTATATGTTG
Exon 5 TGGTAACAGTTTGAGGCCATT AAGCCACTTGCAGTCTCCTC
Exon 6 CAGTGTGAATGGTTCAGTACAGC TGAGTTTGCAGTGCCATACA
Exon 7 AGGATGAGCAACCAGAAGATG TTCATCATGTTACGCCCTCA Taq Roche
Touch
VRK2 Exon 8 AGTTGTTATGGCCCCCAGTT GCAAAGGTCATTTCATGCAG down
64-50°C
Exon 9 TGCTTGGGCGTTTAAGTTTT GTTGGGTGAATGCCAATCTT
Exon 10 TTTTGGTGACCTACCAACACAT CCTGATGGGAATAGGAGCAA
Exon 11 | TTTGTCTCATCAATTCTGTAGGTCA TTTCTTGGTGCTGAGTTAGGC
Exon 12 TGGTTTTGTCCCATTGATGA CATACAACCTTGGCCCTCAG
Exon 13-1 CCAGATTTGCTTGTTGGATG AGGCCAAAGTCCAGTTGAA
Exon 13-2 | ACACAATTCCCAAACTCATTTTA CTTCAGAAGTGTTTTCCAAACTG
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Annexe 2: Mix pour la PCR, la purification de PCR, la réaction de séquence et la

purification de séquence

PCR
Réactifs Volume en pL Concentration
Tampon+MgCl2 1,25 10X
dNTP 1,25 2 mM
Amorces F+R 1 10 uM
Taq polymérase | 0,1 1U/ul
eau 8
ADN 1 20 ng/ul
total 12,5
Programme du thermocycleur 35 cycles
x1 15 cycles 20 cycles x1 x1
98°C | 98°C | 69-55°C/64-50°C | 72°C | 98°C | 550ub50°C | 72°C | 72°C 4°C
8min | 30s 30s 30s 30s 30s 30s | 7min oo
Les 15 premiers cycles, la température d’hybridation diminue de 1°C par cycle.
Purification des produits de PCR
Réactifs Volume en plL
Produit de PCR 6
Exo-SAP 2
Programme du Thermocycleur
37°C 80°C
15 minutes 15 minutes
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Réaction de séquence

Réactifs

Volume en plL

Produit de PCR purifié 4

Bigdye 1
Tampon 1
Amorce F ou R (10 uM) 0,15 0u 0,5*
eau 4

*Lorsqu’un mix est préparé avec les amorces, le volume d’amorce est de 0,15 pL par

réaction de séquence. Sinon le volume minimal par réaction est de 0,5 L.

Programme du Thermocycleur

x1 30 cycles x1
94°C 94°C 60°C 60°C 4°C
5 15s 5s 4 oo

Purification de ségquence

Réactifs Volume en plL
Séquence 10
Xterminator 45
Tampon 10

Agitation pendant 20 minutes puis centrifugation pendant 3 minutes.
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Annexe 3 : Protocole d’extraction des ARN a partir de tissus

Protocol: Purification of Total RNA from Animal Tissues
This protocol requires the RNeasy Mini Kit or RMeasy Protect Mini Kit.

Determining the correct amount of starting material

It is essential to use the correct amount of starting material in order to obtain optimal
RMA yield and purity. A maximum amount of 30 mg fresh or frozen fissue or 15-20 mg
RNAlater stabilized tissue (which is partially dehydrated) can generally be processed.
For most tissues, the RNA binding capacity of the RNeasy spin column and the lysing
capacity of Buffer RLT will not be exceeded by these amounts. Average RNA yields from
various tissues are given in Table 2 [page 19).

Some tissues, such as spleen, parts of brain, lung, and thymus are more difficult to lyse
or tend to form precipitates during RNA purification. The volume of Buffer RLT may need
to be increased to facilitate complete homogenization and to avoid significantly
reduced RNA yields, DNA contamination, or clogging of the RNeasy spin column. See
the procedure below for details.

RNA yields from fibrous tissues, such as skeletal muscle, heart, and skin, may be low
due to the abundance of contractile proteins, connective tissue, and collagen. For
maximum RNA yields from these tissues, we recommend using the RNeasy Fibrous

Tissue Mini Kit instead. See page 76 for ordering information.

Greater RNA yields from fatty tissues, such as brain and adipose fissue, can be
achieved using the RMNeasy Lipid Tissue Mini Kit, which uses QlAzol lysis Reagent for
optimal tissue lysis. See page 76 for ordering information.

If there is no information about the nature of your starfing material, we recommend
starfing with no more than 10 mg tissue. Depending on RNA yield and purity, it may
be possible to use up to 30 mg fissue in subsequent preparations.

Do not overload the RNeasy spin column, as this will significantly reduce RNA yield and
quality.

Weighing fissue is the most accurate way to quantitate the amount of starting material.
As a guide, a 3 mm cube (27 mm’) of most animal tissues weighs 30-35 mg.

Important points before starting

B If using the RNeasy Kit for the first time, read “Important Notes” (page 18).

B If working with RNA for the first time, read Appendix A (page 63).

B For optimal results, stabilize harvested tissues immediately in RNAlater RNA
Stabilization Reagent (see protocol on page 36). Tissues can be stored in the

reagent for up to 1 day at 37°C, 7 days at 15-25°C, or 4 weeks at 2-8°C, or
archived at -20°C or -80°C.
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Fresh, frozen, or RMAlafer stabilized tissues can be used. Tissues can be stored at
—70°C for several months. Flash-freeze fissues in liquid nitrogen, and immediately
transfer to —70°C. Do not allow tissues to thaw during weighing or handling prior
to disruption in Buffer RLT. Homogenized tissue lysates from step 4 can also be
stored at —70°C for several months. Incubate frozen lysates at 37°C in a water
bath until completely thawed and salts are dissolved before continuing with step
5. Avoid prolonged incubation, which may compromise RNA integrity.

If desired, more than 30 mg tissue can be disrupted and homogenized at the start
of the procedure (increase the volume of Buffer RLT proportionately). Use a portion
of the homogenate corresponding to no more than 30 mg tissue for RNA
purification, and store the rest at -80°C.

Buffer RLT may form a precipitate upon storage. If necessary, redissolve by
warming, and then place at room temperature (15-25°C).

Buffer RLT and Buffer RW1 contain a guanidine salt and are therefore not
compatible with disinfecting reagents containing bleach. See page 8 for safety
information.

Perform all steps of the procedure at room temperature. During the procedure,
work quickly.

Perform all centrifugation steps at 20-25°C in a standard microcentrifuge. Ensure
that the centrifuge does not cool below 20°C.

Things to do before starting

f-Mercaptoethanol (B-ME) must be added to Buffer RLT before use. Add 10 pl
f-ME per 1 ml Buffer RLT. Dispense in a fume hood and wear appropriate
protective clothing. Buffer RLT containing -ME can be stored at room temperature
for up to 1 month.

Alternatively, add 20 pl of 2 M dithiothreitol [DTT) per 1 ml Buffer RLT. The stock
solution of 2 M DTT in water should be prepared fresh or frozen in singleuse
aliquots. Buffer RLT containing DTT can be stored at room temperature for up to
1 month.

Buffer RPE is supplied as a concenirate. Before using for the first time, add
4 volumes of ethanol (96-100%) as indicated on the bottle to obtain a working

solution.

If performing optional on-column DNase digestion, prepare DNase | stock solution

as described in Appendix D (page 69).
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Procedure

2a.

2b.

Excise the fissve sample from the animal or remove it from storage. Remove
RNAlater stabilized tissues from the reagent using forceps. Determine the amount
of tissue. Do not use more than 30 mg.

Weighing tissue is the most accurate way to determine the amount.

Note: If the tissues were stored in RNAlafer Reagent at —20°C, be sure to remove
any crystals that may have formed.

Follow either step 2a or 2b.

For RNAlater stabilized tissues:

If using the entire fissue, place it directly into a svitably sized vessel for disruption
and homogenization, and proceed to step 3.

If using only a portion of the tissue, cut it on a clean surface. Weigh the piece to be
used, and place it into a suitably sized vessel for disruption and homogenization.
Proceed to step 3.

RNA in RNAlater stabilized tissues is protected during cutting and weighing of
tissues at ambient temperature (15-25°C). It is not necessary to cut the fissues on
ice or dry ice or in a refrigerated room. Remaining tissues can be stored in
RNAlater RNA Stabilization Reagent. Previously stabilized tissues can be stored
at —80°C without the reagent.

For unstabilized fresh or frozen fissves:

If using the entire fissue, place it directly into a svitably sized vessel for disruption
and homogenization, and proceed immediately to step 3.

If using only a portion of the fissue, weigh the piece to be used, and place it into
a suvitably sized vessel for disruption and homogenization. Proceed immediately
fo step 3.

RNA in harvested tissues is not protected until the tissues are treated with RNAlater
RNA Stabilization Reagent, flash-frozen, or disrupted and homogenized in step 3.
Frozen tissues should not be allowed to thaw during handling. The relevant
procedures should be carried out as quickly as possible.

Note: Remaining fresh tissues can be placed into RNAlater RNA Stabilization
Reagent to stabilize RMA (see protocol on page 36). However, previously frozen
tissues thaw too slowly in the reagent, preventing the reagent from diffusing into
the tissues quickly enough to prevent RNA degradation.

Disrupt the tissve and homogenize the lysate in Buffer RLT (do not use more than
30 mg tissue) according to step 3a, 3b, 3¢, or 3d.

See “Disrupting and homogenizing starting material”, pages 20-23, for more
details on disruption and homogenization.

Note: Ensure that f-ME is added to Buffer RLT before use (see “Things to do before
starting”).
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Alfter storage in RNAlater RNA Stabilization Reagent, tissues may become slightly
harder than fresh or thawed tissues. Disruption and homogenization using
standard methods is usuvally not a problem. For easier disrupltion and
homogenization, we recommend using 600 pl Buffer RLT.

Note: Incomplete homogenization leads to significantly reduced RNA yields and
can cause clogging of the RNeasy spin column. Homogenization with the

Tissuelyser and rofor—stator homogenizers generally results in higher RNA yields
than with other methods.

Table 8. Volumes of Buffer RLT for Tissve Disruption and Homogenization

Amount of starting material (mg) Volume of Buffer RLT (pl)
<20 350 or 600*
20-30 &00

* Use &00 pl Buffer RLT for fissues stabilized in RMAlafer RNA Stabilization Reagent or for difficult-tolysa

fissues.

3a. Disruption and homogenization using a rotor-stator homogenizer:
Place the weighed (fresh, frozen, or RNAlafer stabilized) tissve in a svitably sized
vessel. Add the appropriate volume of Buffer RLT (see Table 8). Immediately disrupt
and homogenize the tissve using a conventional retor—stator homogenizer uniil it
is uniformly homogeneous (usually 20-40 s). Proceed to step 4.

3b. Disruption using a mortar and pestle followed by homogenization using a
QlAshredder homogenizer:
Immediately place the weighed [fresh, frozen, or RMAlater stabilized) fissve in
liquid nitrogen, and grind thoroughly with a mortar and pestle. Decant tissue
powder and liquid nitrogen into an RMase-free, liquid-nitrogen—cooled, 2 ml
microcentrifuge tube (not supplied). Allow the liquid nitrogen to evaporate, but do
not allow the tissue to thaw.

Add the appropriate volume of Buffer RLT (see Table 8). Pipet the lysate directly
into a QlAshredder spin column placed in a 2 ml collection tube, and centrifuge for
2 min at full speed. Proceed to step 4.

3c. Disruption using a mortar and pestle followed by homogenization using a needle
and syringe:
Immediately place the weighed (fresh, frozen, or RNAlater stabilized) fissue in
liquid nitrogen, and grind thoroughly with a mortar and pestle. Decant tissue
powder and liquid nitrogen into an RNase-free, liquid-nitrogen—cooled, 2 ml
microcentrifuge tube (not supplied). Allow the liquid nitrogen to evaporate, but do
not allow the fissue to thaw.
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3d.

Add the appropriate volume of Buffer RLT (see Table 8), and homogenize by
passing the lysate at least 5 fimes through a blunt 20-gauge needle fitted to an
RNase-free syringe. Proceed to step 4.

Disruption and homogenization using the Tissuelyser:

See the Tissvelyser Handbook. Then proceed to step 4.

Centrifuge the lysate for 3 min at full speed. Carefully remove the supernatant by
pipetting, and transfer it o a new microcentrifuge tube (not supplied). Use only this
supernatant (lysate) in subsequent steps.

In some preparations, very small amounts of insoluble material will be present after
the 3 min centrifugation, making the pellet invisible.

Add 1 volume of 70% ethanol® to the cleared lysate, and mix immediately by
pipetting. Do not centrifuge. Proceed immediately to step 6.

Note: The volume of lysate may be less than 350 pl or 600 pl due to loss during
homogenization and centrifugation in steps 3 and 4.

Note: Precipitates may be visible after addition of ethancl. This does not affect the
procedure.

Transfer up to 700 pl of the sample, including any precipitate that may have
formed, to an RNeasy spin column placed in a 2 ml collection tube (supplied). Close
the lid gently, and centrifuge for 15 s at =8000 x g (=10,000 rpm). Discard the
flow-through.

Reuse the collection tube in step 7.

If the sample volume exceeds 700 pl, centrifuge successive aliquots in the same
RNeasy spin column. Discard the flow-through after each centrifugation.’

Optional: If performing optional oncolumn DNase digestion (see “Eliminating
genomic DNA contamination”, page 23), follow steps D1-D4 (page 69) after
performing this step.

Add 700 pl Buffer RW1 to the RNeasy spin column. Close the lid gently, and
centrifuge for 15 s at =8000 x g (=10,000 rpm) to wash the spin column
membrane. Discard the flow-through.!

Reuse the collection tube in step 8.
Mote: Alfter cenfrifugation, carefully remove the RNeasy spin column from the

collection tube so that the column does not contact the flow-through. Be sure to
emply the collection tube completely.

Skip this step if performing optional oncolumn DNase digestion (page 69).

* Using 50% ethanol |instead of 70% ethancl] may increase Rbda yl'ﬂlcls from liver sump|as.

* Flow+hrough contains Buffer RLT or Buffer RW1 and is therefore not compatible with bleach. See page B
for safety information.
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Add 500 pl Buffer RPE to the RNeasy spin column. Close the lid gently, and
centrifuge for 15 s at 28000 x g (210,000 rpm) to wash the spin column
membrane. Discard the How-through.

Reuse the collection tube in step 9.

Note: Buffer RPE is supplied as a concentrate. Ensure that ethanol is added to
Buffer RPE before use [see “Things to do before starting”).

Add 500 pl Buffer RPE to the RNeasy spin column. Close the lid gently, and
centrifuge for 2 min at =8000 x g (=10,000 rpm| to wash the spin column

membrane.

The long centrifugation dries the spin column membrane, ensuring that no ethanol
is carried over during RNA elution. Residual ethanol may interfere with
downstream reactions.

Mote: After cenfrifugation, carefully remove the RNeasy spin column from the
collection tube so that the column does not contact the flow-through. Otherwise,
carryover of ethanol will occur.

Optional: Place the RMNeasy spin column in a new 2 ml collection tube (supplied),
and discard the old collection tube with the flow-through. Close the lid gently, and
centrifuge at full speed for 1 min.

Perform this step to eliminate any possible carryover of Buffer RPE, or if residual
flow-through remains on the outside of the RMeasy spin column after step 9.

Place the RNeasy spin column in a new 1.5 ml collection tube (supplied). Add
30-50 pl RNase-free water directly to the spin column membrane. Close the lid
gently, and cenirifuge for 1 min at =8000 x g (=10,000 rpm) to elute the RNA.

If the expected RNA yield is >30 pg, repeat step 11 using another 30-50 pl RNase-
free water, or using the eluate from step 11 (if high RNA concentration is required).
Reuse the collection tube from step 11.

If using the eluate from step 11, the RNA yield will be 15-30% less than that
obtained using a second volume of RNasefree water, but the final RNA
concentration will be higher.
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Annexe 4 : Composition du Master Mix pour la Reverse transcription

Réactifs Volume en plL Concentration finale
MgCl2 25 mM 4 5mM
tampon de PCR Il 10X 2 1X
eau RNAse free 2*
dGTP 2 1mM
dATP 2 1mM
dTTP 2 1mM
dCTP 2 1mM
inhibiteur de Rnase 1 1U/uL
Reverse transcriptase MulLV 1 2,5U/uL
Random Hexamers 1 2,5 uM
ARN 1* <1lug
TOTAL 20

*Le volume d’ARN est variable en fonction de la concentration en ARN de I’échantillon utilisé,

comme le volume d’eau qui permet d’ajuster le volume réactionnel a 20 uL.

Programme du thermocycleur

42°C

99°C

5°C

15 minutes

5 minutes

S5minutes ou oo
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Annexe 5 : Amorces utilisées pour la RT PCR et conditions de PCR

Géne Isoforme Amorce Forward Amorce Reverse Taille | Conditions
SMN CTCCCATATGTCCAGATTCTCTTGA | AGGAAGTGGAATGGGTAACTCT
Tag Roche
Courte AGCACATCCAGGGTGAAAAG CACCTCTAGGGCTTCAAACA | 598 pb Touch
down
LRRTM4 AGCACATCCAGGGTGAAAAG GATTGCGCGATTGTGGA 836 pb 69-55°C
Longue i
GCCATGATCCTCTTGGTGA GGAGTTGGCTTCAGCGTTA | 481 pb
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RESUME

Le syndrome Micro Warburg (WARBM) est un syndrome polymalformatif, sévere,
autosomique récessif, qui associe des anomalies oculaires, un retard mental avec des anomalies du
SNC avec polymicrogyrie, et un hypogénitalisme hypothalamique. Des mutations de RAB3GAP1 et
RAB3GAP2, impliqués dans le transport vésiculaire, ainsi que de RAB18 et TBC1D20 ont été
rapportées. Ce syndrome est caractérisé par une hétérogénéité génétique avec 40% des patients
sans mutation dans les 4 génes connus.

Notre travail a débuté par I'étude d’une famille consanguine d’origine algérienne dans
laquelle trois enfants étaient atteints de WARBM et un enfant non atteint. Par une analyse de
liaison génome entier dans la famille, trois régions d’homozygotie ont été identifiées, et les 4 génes
connus ont été exclus. Un séquencage d’exome a été réalisé chez le cas index. L'application de
filtres successifs a permis de retenir une seule variation homozygote dans les 3 régions
d’homozygotie : mutation avec décalage du cadre de lecture dans le géne LRRTMA4. La vérification
en ségquencgage de Sanger ainsi que I'analyse de ségrégation familiale a conforté LRRTM4 comme
seul géne candidat pertinent.

LRRTMA4, qui code pour une protéine transmembranaire impliquée dans I’adhésion
synaptique, posséde 2 isoformes. Afin d’étudier l'effet de la mutation qui est spécifique de
I'isoforme longue, I'expression des ARNm puis des protéines a été étudiée par RT PCR et western
blot, dans la moelle épiniere des patients. Nous avons montré que les deux ARNm et les deux
protéines sont exprimés chez les patients.

Afin de valider LRRTM4 comme un nouveau geéne impliqué dans le WARBM, son séquencage
a été entrepris chez 68 patients atteints de WARBM, puis chez 126 individus présentant une
anomalie de la plaque corticale, dont font partie la polymicrogyrie et la pachygyrie présentes dans le
WARBM. Aucune mutation de LRRTM4 n’a été mise en évidence chez un autre patient.

Des études fonctionnelles pour évaluer le retentissement de cette mutation et pour mieux
connaitre les voies de signalisation dans lesquelles est impliqué LRRTM4 sont en cours et
permettraient de valider ce nouveau géne dans le WARBM.
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