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Introduction :

Le diagnostic des pathologies héréditaires rares devient de plus en plus difficile a
cause de leur origine multigénique. Cette multigénicité est tres bien illustrée par les ataxies
autosomiques récessives. A ce jour 14 genes responsables d’ataxies autosomiques récessives

ainsi que plusieurs loci ont été identifiés. Cependant plusieurs genes restent a découvrir.

L’ataxie est un symptome qui se définit par une incoordination du mouvement sous-
tendue par une atteinte neurologique. Ce trouble du mouvement peut étre aussi bien acquis
que héréditaire. Selon leur mode de transmission les ataxies héréditaires sont autosomiques
dominantes ou récessives, gonosomiques liées a ’X ou mitochondriales. Au cours de ce
travail de these, nous nous sommes intéressés exclusivement aux ataxies héréditaires et plus
spécifiquement aux ataxies autosomiques récessives dégénératives qui font partie des
maladies rares et constituent a elles seules un groupe treés hétérogene de pathologies

neurodégénératives.

Je détaillerai seulement les ataxies autosomiques récessives dégénératives. Je décrirai
bricvement dans un premier chapitre les caractéristiques de ces ataxies. Plusieurs
classifications ont été proposées se basant sur le mode de transmission, le site principal de
neuro-dégénérescence, la symptomatologie clinique ou la fonction du géne muté. Dans ce
manuscrit, j’ai choisi une classification qui refleéte la réalité clinique du praticien devant un
patient qui présente une ataxie autosomique récessive. En effet j’ai essayé de classer les

ataxies selon le signe clinique et/ou biologique d’orientation diagnostique.

Mon travail de these a consisté a identifier un nouveau gene d’ataxie récessive a partir
de I’étude de 4 familles Algériennes et une famille des Emirats Arabes Unis. J’ai ainsi pu
identifier 2 mutations dans le géne codant pour I’ o/ hydrolase 12 (ABHD12). Je décrirai
donc dans un second chapitre les membres de la famille des o/p hydrolases. Je parlerai plus
spécifiquement de I’ o/p hydrolase 12 (ABHD12) et de son substrat le 2-arachidonic-glycérol
(2AG).

L’identification de ce nouveau gene d’ataxie récessive a été réalisée par une approche
de clonage positionnel et plus précisément par cartographie par homozygotie. Le principe de

cette approche ainsi que les techniques utilisées seront présentées. Au cours de 1’identification
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de ce gene nous avons utilisé des données du projet HapMap ainsi que la notion d’effet

fondateur. Ces deux thémes seront donc aussi abordés.

Enfin, les résultats issus de ce travail seront décrits et discutés dans les chapitres résultats et

discussion.

23



I- Caractéristiques cliniques et génétiques des ataxies autosomiques récessives

dégénératives :

Les ataxies autosomiques récessives (ARCA) appartiennent au groupe d’ataxies
héréditaires. Il s’agit d’un désordre neurologique caractérisé par : une dégénérescence ou un
développement anormal du cervelet et/ou de la moelle épiniere une transmission héréditaire
selon le mode autosomique récessif. Selon leur mode de transmission ces ataxies sont soit
congénitales avec un début dés la naissance qui se manifeste par une hypotonie néonatale,
soit dégénératives avec un age de début variable et une aggravation progressive des
symptomes. Les ataxies dégénératives sont caractérisées dans la plupart des cas par un age
précoce de début de la maladie, avant 20 ans. Ce groupe comprend un grand nombre de

pathologies, la plus fréquente étant I’ataxie de Friedreich.

Différents criteres sont utilisés pour classer ces ARCA, de ces criteres découlent plusieurs

classifications qui restent cependant controversées.

Ces classifications se basent sur le mode de transmission, le site principal de neuro-
dégénérescence, la symptomatologie clinique ou la fonction du géne muté. En 1983, Harding
a proposé une classification clinico-génétique de toutes les ataxies héréditaires selon leur
mode de transmission et le signe clinique les caractérisant (Harding, 1983). La classification
de Koenig (Koenig, 2003) présentée dans le tableau 1 se base sur le site de neuro-
dégénérescence, elle présente les ataxies comme suit : les ataxies cérébelleuses pures, les
ataxies sensitives et spino-cérébelleuses, les ataxies cérébelleuses avec neuropathie
sensitivomotrice. Cliniquement cette différenciation n’est pas évidente, en effet une ataxie
cérébelleuse est difficilement distinguable d’une ataxie spino-cérébelleuse. Lagier-Tourenne
et al. 2008 (identification des genes responsables du syndrome de Marinoesco-Sjogren et
d’une forme d’ataxie avec Déficit en Coenzyme Q10 ; Strasbourg, université Louis Pasteur) a

proposé une classification basée sur le mécanisme physio-pathologique (Tableau 2).

Dans ce manuscrit, les différentes ataxies récessives dégénératives seront classées selon
leur signes cliniques et ou biologique d’orientation diagnostique. Bien que ces signes ne
soient pas pathognomoniques, ils sont d’un grand secours au clinicien et/ou généticien pour

orienter la recherche de mutation et établir un diagnostic génétique (Tableau 3).
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Au cours de ce travail de these, notre stratégie d’investigation pour tout patient adressé
pour ataxie récessive ou sporadique, quelque soit sa présentation clinique, a été d’éliminer en
priorité le diagnostic d’ataxie de Friedreich, qui est I’ataxie héréditaire la plus fréquente et
dont le test moléculaire est extrémement simple. A cause de sa fréquence élevée et de sa
grande variabilité phénotypique, j’ai choisi dans ce manuscrit de présenter I’ataxie de
Friedreich en premier sans la classer dans aucune des rubriques d’orientation clinique. Cette
distinction, met 1’accent sur la nécessité d’évoquer le diagnostic de FRDA en priorité devant

tout malade se présentant pour une ataxie autosomique récessive ou méme sporadique.
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Tableau 1: Classification des ataxies autosomiques récessives dégénératives proposée

Maladie

Ataxie Cérébelleuse pure

par Koenig (2003).

Ataxie télangectasie(AT)

Ataxie télangectasie-like (ATLD)

Ataxie spastique autosomique récessive de
Charlevoix-Saguenay (ARSACS)

Neuropathie sensitive ataxiante avec dysarthrie
et ophtalmoparésie (SANDO)

Ataxie sensitive et spino-cérébelleuse

Ataxie de Friedreich

(FRDA)

Ataxie avec déficit en
vitamine E (AVED)
Abétalipoprotéinémie

(ABL)

Ataxie spino-cérébelleuse de début infantile

(IOSCA)

Maladie de Refsum

(RD)

Ataxie cérébelleuse et neuropathie sensitivo-motrice

Ataxie avec apraxie oculomotrice de type 1

(AOA1)

Ataxie avec apraxie oculomotrice de type 2

(AOA2)

Ataxie spino-cérébelleuse plus neuropathie

(SCANI)

Locus
11922
11921
13q12

15926

9ql3
8q13
4q23
10q24

10p13

9p13
9q34

14931

Gene

ATM

MREI]

SACS

POLG

FXN

TTPA

MTTP

Twinkle

PHYH

APTX

SETX

TDP]
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Tableau 2 : Classification des ataxies autosomiques récessives dégénératives

proposée par Lagier-Tourenne (2008)

Maladie Locus Geéne
Protéines mitochondriales et Stress oxydant

FRDA 9q13 FXN
AVED 8q13 TTPA
ABL 4q23 MTTP
IOSCA 10924 Cl100rf2
SANDO 15426 POLG

Protéines nucléaires et réparation de ’ADN

AT 11922 ATM
ATLD 11921 MREI]
AOAI 9p13 APTX
AOA2 9q34 SETX
SCANI1 14q31 TDPI

Autres mécanismes moléculaires

ARSACS 13q12 SACS
ARCAL1 6925 SYNE]

Protéines

Expansion GAA
Protéine de transfert de I’a Tocopherol
Grande sous-unité de la protéine

microsomale de transfert des triglycérides

Twinkle
Polymérase y

Phosphatidylinositol 3-kinase-type
MREI1

Aprataxine

Senataxine

Tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1

sacsine
Syne-1
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Tableau 3: Les signes cliniques et biologiques d’orientation diagnostique des différentes

formes d’ataxies récessives dégénératives

Maladie

> O %
om<
== >
S
= A
ogzZEpw
—~ZpAawn
- >
o=
-0 »
N QR

LA x >

O ©»no =
' RN
N0 R

Spasticité
Télangectasies
oculaires
Apraxia oculo-
motrice
Ophtalmoplégie
Striations
rétiniennes

VitE |

Acides gras
solubles |
Albumine |
Lipoproteine |
Immunnité |

Signes cliniques d’orientation diagnostique

= = = = = = = + = = =

- - - - - - -+ o+ o+ o+

- - - -+ o+ - -+ - -

- + + - - - - - - - -
- - —+ - - - - - - - -

Acide phytanique t - - - + - - - - - - -

Choléstanol 1
Alcools biliaires 1

oFP 1
Cholésterol 1
Acanthocytes

+

+ : signe clinique ou biologique généralement présent et caracétristique, - : signe clinique ou
biologique absent, peu retrouvé ou non rapporté dans la littérature, 1 : augmenté, |= diminué

ou absent.
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A- L’ataxie de Friedreich

L’ataxie de Friedreich (FRDA, MIM 229300) constitue 1’ataxie héréditaire la plus fréquente
dans la population caucasienne, sa fréquence est estimée entre 1 :50000 et 1 :30000 (Cossee,
et al.,, 1997; Lopez-Arlandis, et al., 1995). L’age de début de la maladie se situe
habituellement entre 5 et 25 ans. Quelques cas atypiques sont décrits avec un age de début
plus tardif. Le patient se présente le plus souvent avec une ataxie progressive associée a une
dysarthrie, des anomalies des mouvements oculaires, une altération de la sensibilité
proprioceptive et de la vibration, une aréflexie, un signe de Babinski et un syndrome
pyramidal. L’évolution est progressive et se complique le plus souvent d’une cardiomyopathie
hypertrophique, d’un diabéte, d’une surdité de perception, d’une atrophie optique et de
déformations squelettiques. Cette présentation clinique est tres variable, et 1’absence de
certains signes tels que 1’aréflexie, 1’age de début inférieur a 25 ans ne doivent en aucun cas
faire éliminer le diagnostic.

L’IRM montre une atrophie cérébelleuse modérée, associée a une atrophie médullaire
sévere. L’EMG révele une neuropathie sensitive axonale sans atteinte de la conduction

motrice (Ingall and McLeod, 1991; Said, et al., 1986; Zouari, et al., 1998).

Le gene responsable de la maladie de Friedreich, FXN a été identifié en 1996 dans notre
laboratoire, en collaboration avec celui du Pr M. Pandolfo (Campuzano et al., 1996). FXN est
localisé en 9q13. Une expansion du triplet GAA > a 90 répétitions au niveau du premier
intron est retrouvée a 1’état homozygote chez plus de 95% des patients. La taille de la plus
petite expansion est inversement corrélée a I’age de début de la maladie et a la séverité (Durr,
et al., 1996; Filla, et al., 1996; Gellera, et al., 1997; Isnard, et al., 1997; Montermini, et al.,
1997). FXN code pour une protéine, la frataxine, localisée dans la mitochondrie et impliquée
dans le métabolisme des centres fer-soufre. Son rdle dans la biosynthese des centres fer-soufre

est actuellement bien établi (Chen, et al., 2002).
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B- Signes biologiques d’orientation diagnostique :

1- AVED : (AVED ; MIM 277460)

Cette ataxie a été décrite en 1981 par Burck et al. comme une ataxie trés proche de
I’ataxie de Friedreich (Burck, et al., 1981). Ce n’est qu’en 1995 que le gene a été identifié par
Ben Hamida et al. dans des familles d’origine Tunisienne (Ben Hamida, et al., 1993a). Ce
gene localisé en 8ql3 code pour la protéine de transfert de 1’alpha tocophérol. Le seul signe
pathognomonique est la baisse du taux de vitamine E et du RRR-alpha-tocophérol. a-TTP est
la seule protéine responsable du transfert de la vitamine E vers les VLDL au niveau du foie,

permettant ainsi sa recirculation au niveau sanguin (Traber, et al., 1990).

AVED est caractérisée par une ataxie cérébelleuse et sensitive progressive avec un age de
début inférieur a 20 ans. Le tableau clinique regroupe une ataxie progressive, une aréflexie et
un tremblement de la téte inconstant (Benomar, et al., 2002; Cavalier, et al., 1998). D’autres
signes sont retrouvés : la dystonie, les troubles de la sensibilité profonde, les fasciculations de
la langue et les anomalies squelettiques (Burck, et al., 1981; Martinello, et al., 1998).

[’IRM montre une atrophie cérébelleuse avec ou sans anomalie de la substance blanche
périventriculaire. Le diagnostic repose sur le dosage de la vitamine E, qui met en évidence un
taux tres bas en I’absence de mal absorption des graisses. Le traitement repose sur une
supplémentation en VitE qui permet de limiter la progression de la maladie (Gabsi, et al.,

2001; Martinello, et al., 1998).

2- Abétalipoproteinémie (ABL ; MIM 200100)

L’abétalipoproteinémie ou syndrome de Bassen-Kornzweig est une affection rare (Bassen
and Kornzweig, 1950). Elle est liée a une erreur innée du métabolisme des lipoprotéines suite
a une anomalie de la protéine microsomale de transfert des triglycérides (Narcisi, et al., 1995;
Sharp, et al., 1993). Le gene MTTP est localisé en 4q22-q24. 1l catalyse le transport des esters
de triglycéride (TG) et de cholestérol entre les surfaces lipidiques. Une absence de
lipoprotéines entraine un défaut d’absorption des vitamines liposolubles, responsables de la
gravité de I’affection et de ses complications neurologiques (Azizi, et al., 1978; Muller and
Lloyd, 1982; Muller, et al., 1977). La présentation clinique inclut un syndrome de

malabsorption, une dégénérescence pigmentaire de la rétine et une ataxie progressive. Le
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bilan biologique retrouve des taux effondrés du cholestérol et des triglycérides, une absence
de lipoprotéines riches en apo E. Le diagnostic est confirmé par la présence de globules

rouges déformés : les acanthocytes (Bassen and Kornzweig, 1950).

3- La xanthomatose cérébrotendineuse (CTX, MIM 213700)

CTX est un désordre lié au gene CYP27 localisé en 2q33-qter. Ce geéne code pour une
enzyme mitochondriale la stérol 27-hydroxylase, qui fait partie de la voie de synthese des
acides biliaires (Lorincz, et al., 2005; Verrips, et al., 2000). Une mutation de CYP27 résulte en
une augmentation du taux sérique du choléstanol et des alcools biliaires. L’accumulation de
ces métabolites dans le SNC est responsable du phénotype clinique (Moghadasian, et al.,
2002). La CTX est une pathologie rare, plutdt rencontrée dans les ethnies juives Sépharades

d’origine Marocaine (Berginer, et al., 1981).

La symptomatologie neurologique commence avant 20 ans. Une ataxie avec signes
pyramidaux et extrapyramidaux, une neuropathie périphérique sensitovo-motrice, une
épilepsie et des troubles psychiatriques allant jusqu’a la démence sont décrits. Une
symptomatologie extra-neurologique est aussi retrouvée a type de cataracte et de xanthomes
tendineux. Une athérosclérose précoce, une ostéoporose et une diarrhée chronique sont
rencontrés (Moghadasian, 2004). Les xanthomes et 1’athérosclérose sont aussi rencontrés dans
d’autres anomalies du métabolisme lipidique : la phytostérolemie et 1’hypercholestérolémie
familiale. Le diagnostic différentiel se fera dans ces cas sur la progressivité des signes
neurologiques et la cataracte (Moghadasian, 2004). L’IRM objective une atrophie
cérébelleuse avec anomalies diffuses de la substance blanche (Lorincz, et al., 2005; Verrips, et

al., 2000).

Le diagnostic repose essentiellement sur un dosage sérique et tendineux du
choléstanol. Le traitement repose sur 1’utilisation de 1’acide cholique ou chenodeoxycholique

(Meiner, 2000).

4- La maladie de Refsum: (RD, 266500)
La maladie de Refsum est aussi appelée : hérédoataxie poly-neuritiforme, maladie de
surcharge en acide phytanique ou encore neuropathie sensitivo-motrice de type IV (HMSN

V)
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En 1946, Sir Sigvald Refsum a décrit une nouvelle entité neurologique qu’il a
surnommé hérédoataxie polyneuritiforme (Refsum, et al., 1949). 1l s’agit d’une forme rare
d’ataxie récessive, avec un age de début généralement inférieur a 20 ans, liée a une mutation
du gene de la phytanoylCoAhydroxylase PHYH localisé en 10pter-11.2 (Jansen, et al., 2004;
Weinstein, 1999; Wills, et al., 2001). La mutation de PHYH est responsable d’un déficit en
alpha oxydation péroxysomale des acides gras. L’accumulation de 1’acide phytanique est due
a une déficience dans la premiere étape de sa dégradation : 1’alpha oxydation qui a lieu dans
le péroxysome (Jansen, et al., 2000; Jansen, et al., 1997).

Ce syndrome est caractérisé par la présence d’une ataxie cérébelleuse associée avec
une rétinite pigmentaire, une surdité neuro-sensorielle, une anosmie, une polyneuropathie
chronique, des anomalies squelettiques, une ichtyose et des anomalies rénales. Ces signes sont
associés a une hyper-proteinorachie sans pléocytose (Refsum, et al., 1949). Une
cardiomyopathie avec troubles du rythme a aussi été décrite. Tous les patients présentent une
accumulation de ’acide phytanique au niveau des tissus et du sang. La manifestation
squelettique caractéristique est le raccourcissement de la phalange distale du pouce.

Cette hétérogénéité clinique est associée a une hétérogénéité génétique. En effet la
maladie de Refsum ne doit pas étre confondue avec la maladie du Refsum infantile due a un
déficit de synthese des péroxysomes li€é a une mutation du récepteur de la péroxine 7 PEX7
localisé en 6q21-22.2. La maladie du Refsum et la forme infantile ont en commun un taux
élevé d’acide phytanique dans le sang, la maladie du Refsum infantile se présente cependant
avec un trés mauvais pronostic. Elle se manifeste a un age trés précoce avec diarrhées
profuses et anomalies de la déglutition, ainsi qu’un retard mental (Jansen, et al., 2004;

Weinstein, 1999).

Une mutation de PEX7 est aussi a I’origine d’autres maladies encore plus séveres. Du plus
sévere au moins sévere nous citons: le syndrome de Zellweger, la forme (Jansen, et al., 2004).
PEX7 est aussi responsable de la chondrodysplasie rhizomélique punctata de type I,
caractérisée par un phénotype tres différent (van den Brink, et al., 2003). Certains patients
avec une maladie de Refsum de I’adulte typique ont été décrits avec des mutations perte de

fonction partielle du gene PEX7 (Braverman, et al., 2002; van den Brink, et al., 2003).
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5- ARCA2 (SCAR9, MIM 612016)

ARCA2 est une forme d’ataxie identifiée récemment dans notre laboratoire. Elle est
responsable d’un déficit en Coenzyme Q10. Ce dernier né de la famille des ataxies récessives
a été retrouvé chez une famille consanguine Algérienne, ainsi que chez des patients Francgais
et Américains. Le géne responsable ADCK3 est localisé en 1q41g42. Les patients présentent
une ataxie cérébelleuse progressive qui débute dans I’enfance, parfois associée a une
intolérance a ’exercice et une élévation modérée des lactates. Un retard mental modéré, des
reflexes vifs et des pieds creux sont notés (Lagier-Tourenne, et al., 2008; Mollet, et al.,

2007).

6- AOA2 (MIM 606002)

AOA? a été rapportée pour la premiere fois en 1988 par Watanabe et al. chez 4 patients
d’une famille Japonaise (Watanabe, et al., 1998). Le signe d’orientation biologique est
I’élévation de I’alpha foetoprotéine. L’age de début plus tardif que AOAI, se situe entre 11 et
22 ans. Le premier symptome est 1’ataxie cérébelleuse dans 80% des cas, et plus rarement une
dystonie focale voire un strabisme. L’apraxie oculo-motrice n’est mise en évidence que dans
un quart des cas rapportés (Criscuolo, et al., 2005; Le Ber, et al., 2004; Watanabe, et al.,
1998); (Duquette, et al., 2005); (Asaka, et al., 2006), et ne constitue donc pas un élément
d’orientation clinique. L’évolution de cette maladie est moins sévere que celle de I’ AOA1
avec en particulier I’absence de troubles cognitifs. Il existe comme dans I’AT une élévation de
I’a-foetoprotéine (1 a 5 fois la limite supérieure de la normale). L’IRM cérébrale révele une
atrophie cérébelleuse précoce et sévere prédominant sur le vermis.

Le gene impliqué, SETX, localisé en 9q34 (Moreira, et al., 2004) code pour la senataxine,
une ADN/ARN hélicase dont ’homologue chez la levure SENIp, est impliqué dans la
terminaison de la transcription et la maturation des ARNs non-codants (Ursic, et al., 2004). Le

role de la senataxine dans la réparation de I’ADN n’a pas été clairement démontré a ce jour.
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C- Signes cliniques d’orientation diagnostique :

1- Les ataxies spastiques

a-ARSACS « Ataxie du Charlevoix-Saguenay » (MIM 270550)

L’ataxie autosomique récessive du Charlevoix-Saguenay est caractérisée par une ataxie
cérébelleuse précoce avec spasticité, un syndrome pyramidal et une neuropathie périphérique.
L”ARSACS a été initialement décrite en 1978 chez des patients originaires des régions du
Saguenay-Lac-St-Jean et du Charlevoix au Québec ou son incidence a la naissance a été
estimée a 1 sur 1932 et la prévalence des porteurs sains a 1/22 (Bouchard, et al., 1978). La
symptomatologie débute souvent a 1’dge de la marche autonome, vers 12 a 18 mois
(Bouchard, et al., 1998). Chez certains patients d’origine non Québécoise en I’occurrence

Tunisienne et Japonaise, le début est plus tardif vers I’age de 4 et 5 ans (Takiyama, 2007).

Cette ataxie est due a une atrophie précoce du vermis cérébelleux supérieur suivie par une
atrophie marquée des hémispheres cérébelleux et de la moelle épiniere (Martin, et al., 2007).
Les patients présentent des signes précoces de spasticité essentiellement au niveau des
membres inférieurs, généralement observés a I’initiation a la marche, les signes cérébelleux

sont alors peu marqués (Bouchard, et al., 1998).

L’atteinte pyramidale domine le tableau clinique. Elle se traduit par une spasticité
progressive essentiellement au niveau des membres inférieurs avec des reflexes ostéo-
tendineux vifs et un signe de Babinski bilatéral. La neuropathie périphérique apparait plus
tardivement et entraine une abolition des reflexes achilléens (Bouchard, et al., 1998; El Euch-
Fayache, et al., 2003), une amyotrophie distale et une perturbation de la sensibilité profonde
notamment vibratoire. La neuropathie périphérique peut méme aboutir chez certains patients

a la régression de la spasticité (Takiyama, 2007).

Un retard mental a été décrit chez certains patients Japonais, Italiens et Turcs, jamais
chez des patients Québécois. Les autres signes précoces de 1’ataxie cérébelleuse incluent une
dysarthrie et un nystagmus. Une atteinte ophtalmologique est notée a type de striations
rétiniennes observées au fond d’ceil. Cette striation traduit une proéminence des fibres

myélinisées rétiniennes irradiant depuis le disque optique et enchassant les vaisseaux rétiniens
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(Bouchard, et al., 1978; Bouchard, et al., 1998), sans occasionner de perte de la vision. Elle
est constante chez les patients d’origine Québécoise, mais peut étre absente chez les patients
d’autres origines géographiques (El Euch-Fayache, et al., 2003; Hara, et al., 2005; Mrissa, et
al., 2000; Richter, et al., 2004; Takiyama, 2007; Yamamoto, et al., 2005). Il s’agit d’un signe
tres utile pour orienter le diagnostic, surtout en 1’absence de spasticité. Une altération de la
poursuite oculaire peut étre notée ainsi qu’une ophtalmoplégie. D’autres signes sont observés
a type de prolapsus de la valve mitrale, pieds creux, déformation des mains et de dysfonction
vésicale et rectale chez des patients québécois et non-québécois.

L’imagerie par résonnance magnétique révele une atrophie cérébelleuse marquée au
niveau du vermis supérieur et une atrophie progressive des hémispheres cérébelleux et de la
moelle épiniere. Une méga-citerne et une atrophie de la moelle cervicale sont
occasionnellement observées. Les hémispheres cérébraux ainsi que la substance blanche
cérébelleuse sont intactes. La TDM computérisée a émission de photons (SPECT) montre une
diminution du flux sanguin au niveau du vermis supérieur. Une seule autopsie de patient
ARSACS a été rapportée dans la littérature, elle confirme les données de 1’'imagerie et
retrouve une absence de cellules de Purkinje et une atrophie des faisceaux spino- cérébelleux

au niveau du pont (Takiyama, 2007).

L’étude éléctrophysiologique révele une neuropathie axonale sensitivo-motrice
démyélinisante qui se traduit par une absence de potentiels d’action sensitifs et une réduction
de la vitesse de conduction nerveuse motrice. L’EEG révele des anomalies a type de bouffées
d’ondes lentes généralisées sans crises épileptiques associées. La biopsie nerveuse et
musculaire retrouve une atrophie musculaire de type neurogeéne groupée ainsi qu’une

démyélinisation nerveuse.

Le géne SACS a été identifié sur le bras long du chromosome 13 en q12.12 (Engert, et
al., 2000; Richter, et al., 1999), chez des patients originaires des régions du Saguenay-Lac-St-
Jean et du Charlevoix au Québec appartenant a 12 familles québécoises non apparentées. Une
seule et méme mutation a €té retrouvée chez tous ces patients (6954delT) confortant
I’hypothese d’un effet fondateur Canadien. D’autres mutations ont été retrouvées chez des
patients de diverses origines (Criscuolo, et al., 2004; El Euch-Fayache, et al., 2003; Engert, et
al., 2000; Grieco, et al., 2004; Hara, et al., 2005; Ogawa, et al., 2004; Ouyang, et al., 2008;
Ouyang, et al., 2006; Richter, et al., 2004; Shimazaki, et al., 2005).
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Le gene SACS contient 5 exons. I1 code pour une protéine (la sacsine) de 3829 acides
aminés. L’analyse des domaines de la protéine SACS prédit 3 domaines coiled-coil, 2
leucines zippers ,7 signaux de localisation nucléaire et un domaine heat-shock (Dnal).
L’analyse de I’expression du transcrit de SACS retrouve une expression élevée au niveau des
fibroblastes, du cerveau et du muscle squelettique et un niveau d’expression faible au niveau
du pancréas. En N-terminal un motif DnaJ et un motif ubiquitine like (UBL) sont retrouvés.
L’interaction de ces 2 domaines UBL et DnalJ avec la protéine HSP70 confere a ce complexe
protéique une fonction de protéine chaperonne récemment impliquée dans la protection contre

les expansions polyQ de la protéine ataxine 1(Parfitt, et al., 2009).

2- Les télangectasies :
a- L’ataxie télangectasie (AT, MIM 208900)

Longtemps appelée ’ataxie de Friedreich like, 1’ataxie télangectasie constitue chez
I’enfant la forme d’ataxie la plus fréquente apres 1’ataxie de Friedreich. Sa fréquence est
estimée a 1 cas par 100.000 naissances. L’age de début se situe entre 2 et 3 ans. Le tableau
clinique se caractérise par un déficit immunitaire et une ataxie cérébelleuse. Ces deux
principales manifestations cliniques font que cette forme d’ataxie est essentiellement recensée
dans les services d’immunologie et de neurologie. En effet elle associe un déficit immunitaire
mixte et sévere, surtout humoral a une ataxie cérébelleuse progressive. En plus du déficit
immunitaire, il existe une prédisposition importante aux cancers. Ce risque s’éleve a 38%,
dont 85% sont des hémopathies, mais des tumeurs solides ont aussi été rapportées. Le
pronostic vital reste sévere en raison des complications infectieuses et ou néoplasiques. Les
télangectasies qui ont donné leur nom a la maladie ne sont cependant pas évidentes aux

premiers stades de la maladie.

Le taux de l'alpha foeto-protéine sérique est élevé chez 80% des patients. Les
immunités humorale et cellulaire sont réduites. Des cassures chromosomiques ainsi qu’une
translocation (7 ; 14) sont retrouvées au caryotype. L’IRM met en évidence une atrophie

vermienne (Tavani, et al., 2003).

L’ AT résulte d’une mutation du gene ATM localisé en 11q22 et constitué de 62 exons

codants (Savitsky, et al., 1995). Cette grande capacité codante explique la difficulté de
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I’analyse moléculaire de ce gene. Les mutations décrites sont généralement tronquantes
responsables d’un phénotype sévere. La protéine ATM est une sérine thréonine kinase
impliquée dans la réparation des cassures de I’ADN double brin. Une perturbation de ce
mécanisme de réparation induit une apoptose cellulaire et une instabilité génomique (Stern, et

al., 2002).

b- ATLD (MIM 604391)

Bien que les télangectasies soient absentes de ce syndrome, le chevauchement de son

spectre clinique avec I’ATM m’ont amené a le classer dans la méme rubrique.

Il s’agit d’un syndrome tres rare, seules 6 familles ont été décrites a ce jour. La présentation
neurologique est tres proche de celle de I’AT (Delia, et al., 2004; Fernet, et al., 2005; Pitts, et
al., 2001; Stewart, et al., 1999). Le début est cependant moins précoce et I’évolution moins
sévere. L’absence de télangectasies oculaires et un taux normal de I’alpha feeto-protéine
sérique sans anomalies de I'immunité sont les principaux critéres cliniques distinctifs. Le
caryotype est généralement normal, sauf présence comme dans I’AT d’une translocation (7 ;
14).

ATLD est diie a une mutation du géne MREI 1 localisé en 11g21(Stewart, et al., 1999).
MREI11 est une nucléotidase faisant partie du complexe MRN (MRE11, NBS1, Rad50), qui
est le «senseur » des cassures doubles brins de ’ADN. A ce titre, il participe a la
surveillance de I’intégrité génomique. De plus, MREI1 est responsable de la libération
d’extrémité 5’ sortante par son activité 3’->5 exonucléasique sur ces cassures doubles brins,
ce qui constitue la premiere étape de la réparation. Cette étape est activée par ATM. En temps
normal MRE11 et NBS1 phosphorylées se colocalisent avec PCNA sur les sites de réplication
active, ce qui témoigne de leur implication dans la suppression de I’instabilité génétique
(Uziel, et al., 2003). Les mutations ATLD de MRE11 sont des pertes de fonction partielles, en
général faux-sens ou troncations C-terminales, ce qui explique le peu d’anomalies
chromosomiques, comparé a AT, et la rareté du syndrome. Le KO du géne Mrell chez la

souris n’est pas viable.
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3- Ophtalmoparésie- ophtalmoplégie :

a- SANDO : (MIM 607459)

Le géne POLG localisé en 15926, code pour la grande sous unité catalytique de la
polymérase Gamma mitochondriale. Cette protéine fait partie d’un complexe
multienzymatique localisé sur la membrane interne de la mitochondrie et qui a un rdle
fondamental dans le réplication et la réparation de I’ADNmt (Kaguni, 2004). Les mutations
de ce gene sont responsables d’un large spectre de manifestations cliniques incluant le
syndrome d’ Alpers, I’ophtalmoplégie progressive externe (PEO) dans sa forme dominante et
des syndromes ataxiques avec transmission autosomique récessive. Ces syndromes ataxiques
sont au nombre de 2 : la neuropathie sensitive ataxiante avec dysarthrie et ophtalmoparésie
(SANDO, MIM 607459) (Fadic, et al., 1997; Van Goethem, et al., 2003b), et le syndrome
avec ataxie mitochondriale récessive (également appelé MIRAS) (Hakonen, et al., 2005;
Winterthun, et al., 2005). Ces deux maladies sont dues a des effets fondateurs avec la
mutation W748S principalement retrouvée en Finlande et la mutation A467T principalement
retrouvée en Belgique. La mutation W748S est la cause la plus fréquente d’ataxie héréditaire
en Finlande (Hakonen, et al., 2005). L’ataxie peut &tre cérébelleuse ou secondaire a une
neuropathie sensitive. Elle peut étre associée a une myopathie, une neuropathie périphérique,
une ophtalmoplégie, des migraines, une épilepsie qui peut €tre pharmaco-résistante, des
myoclonies, une atteinte cognitive et des anomalies de la substance blanche cérébelleuse.
Plusieurs patients ont présenté une insuffisance hépatique pouvant mener au déces. La biopsie
musculaire peut retrouver des fibres rouges déchiquetées (Ragged Red Fibers). L’étude de

I’ ADNmt extrait des biopsies musculaires retrouve des délétions multiples de I’ADN.

b- IOSCA : (MIM 271245)

Il s’agit d’une ataxie spino-cérébelleuse sévere et rare qui n’a été décrite que dans la
population Finlandaise (Koskinen, et al., 1994; Lonnqvist, et al., 1998; Nikali, et al., 1997).
IOSCA se manifeste a un age de début tres précoce par une hypotonie, une hyporéflexie, une

athétose et une neuropathie axonale sensitive.
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Une ophtalmoplégie, une atrophie optique, une surdité, des mouvements involontaires et une
épilepsie peuvent compliquer 1’évolution. L’IRM objective une atrophie cérébelleuse,

médullaire et du tronc cérébral (Nikali, et al., 1997).

Le gene Cl0orf2 code pour la protéine Twinkle, qui est une hélicase mitochondriale.
L’une des 2 seules mutations connues dans ce syndrome, Y508C, est responsable de I’effet

fondateur Finlandais (Nikali, et al., 2005).

4- La neuropathie sensitivo-motirce périphérique :

a- AOALI (ataxie avec apraxie oculomotrice) : ( EAOH ; MIM 208920)

Cette affection est caractérisée par une ataxie cérébelleuse débutant généralement avant
I’age de 7 ans. La symptomatologie clinique se caractérise par une apraxie oculo-motrice,
une aréflexie puis une amyotrophie distale majeure et des déformations squelettiques, dues a
une neuropathie axonale sensitivo-motrice sévere (Barbot, et al., 2001b; Fukuhara, et al.,
1995; Le Ber, et al., 2003; Shimazaki, et al., 2002). Un début plus tardif a aussi été décrit
(Criscuolo, et al., 2004; Criscuolo, et al., 2005; Date, et al., 2001; Tranchant, et al., 2003).

L’apraxie oculomotrice qui donne son nom a la maladie correspond a une dissociation
entre les mouvements de la téte et des yeux. Elle apparait généralement apres plusieurs années
d’évolution et est présente dans environ 86% des cas (Le Ber, et al., 2003). Ce signe est
inconstant aussi bien chez les patients AOA1 que AOA2.

Un retard mental modéré est noté chez 30 a 40 % des patients. L’exploration
biologique peut aider le diagnostic devant la mise en évidence d’une hypercholestérolémie et
d’une hypoalbuminémie, mais ces signes n’apparaissent généralement qu’apres 10 a 15 ans
d’évolution, avec une corrélation entre leur intensité et a la durée d’évolution de la maladie.
L’IRM cérébrale met en évidence une atrophie du cervelet avec une prédominance sur le
vermis, alors que le tronc cérébral et la moelle épiniere apparaissent généralement intacts.
AOAL1 est due a des mutations du gene APTX localisé en 9p13 (Date, et al., 2001; Moreira, et
al., 2001a; Moreira, et al., 2001b). AOA1 est la cause la plus fréquente d’ataxie récessive au
Japon. Son diagnostic moléculaire est facilité par le fait que les mutations identifiées a ce jour

sont toutes localisées dans les quatre derniers exons (4, 5, 6, et 7), en dehors d’une délétion de

39



I’ensemble du geéne (Amouri, et al., 2004). APTX code pour une protéine qui possede un
domaine apparenté au domaine N-terminal de la PNKP impliquée dans la réparation (BER)
des cassures d’ADN simple brin. Ce domaine est responsable de 1’association de ces deux
protéines avec XRCC1, qui est la protéine de recrutement (scafold) pour la réparation des
anomalies de I’ADN par excision de base. Le domaine C terminal d’APTX contient un motif
HIT (histidine triad) responsable de 1’activité catalytique qui est une hydrolyse de I’ADP en
liaison 5°-5° diphosphate sur I’extrémité 5’ des cassures simples brin de I’ADN (étape

abortive de la ligation).

b- SCAN1 (SCAN1, MIM 607250)

SCANI est une ataxie rare, qui partage plusieurs caractéristiques cliniques avec AOAI.
En effet on y retrouve I’atrophie cérébelleuse avec neuropathie axonale sensori-motrice, mais
sans apraxie oculomotrice. L’albuminémie est 1égerement en dessous de la normale et le taux
de cholestérol est élevé. Le début de la maladie se fait vers 1’adolescence. Cette entité a été
rapportée chez une seule grande famille consanguine d’Arabie Saoudite dans laquelle 9
individus sont atteints (Takashima, et al., 2002).

Le gene responsable est le TDPI localisé en 14q31 et codant pour la tyrosyl-DNA
phospho-diesterase 1 (Takashima, et al., 2002). TDP1 est une enzyme nécessaire a la

réparation des cassures simple-brin de I’ADN (Katyal, et al., 2007).

D- Les ataxies cérébelleuses pures :
La seule entité d’ataxie cérébelleuse pure ou le gene est identifié est ARCAL.
1- ARCA1 : (MIM 610743)

L’ataxie cérébelleuse autosomique récessive de type 1 a été récemment décrite chez 53
patients d’origine Canadienne et plus particuliecrement originaires des régions de la Beauce et
du Bas-St-Laurent au Québec(Gros-Louis, et al., 2007). Cette affection est caractérisée par
une ataxie cérébelleuse de début tardif (en moyenne a 1’age de 30 ans) et d’évolution lente,
parfois accompagnée de réflexes ostéo-tendineux vifs, et d’anomalies mineures de la
poursuite oculaire (Dupre, et al., 2007). L’IRM cérébrale retrouve dans tous les cas une

atrophie cérébelleuse diffuse isolée.
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Des mutations du géne SYNEI localisé en 625 ont été identifiées chez les patients
ARCAI1 (Gros-Louis, et al., 2007). Ce gene code pour la protéine syne-1, également appelée
nesprine 1, qui est caractérisée par la présence d’un domaine de fixation a 1’actine, de

répétitions de type spectrine, d’'un domaine transmembranaire et d’un domaine klaricht
(KASH).
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E- Les Loci d’ataxie récessive :

Ces dernicres années, de nombreux loci responsables d’ataxies héréditaires ont été
proposés, renforcant la notion d’une vaste hétérogénéité génétique parmi les ataxies
héréditaires (Tableau 4).

Ces loci sont souvent définis par 1’étude d’une ou de quelques familles. Le spectre
clinique de ces syndromes ne pourra €tre réellement précisé qu’apres 1’identification des
genes responsables. Pour cette raison, je ne décrirai pas en détail I’ensemble de ces entités.
J’ai choisi de présenter dans le cadre de ce travail seulement deux de ces loci : SCARG6 et
PHARC. Ces deux loci se chevauchement sur le chromosome 20 (Figure 1). IIs ont de plus été
rapportés chez deux familles certes non apparentées mais toutes deux originaires de la

Norvege.

1- SCARG6

Bien qu’étant un locus, j’ai choisi de présenter cette forme spécifique d’ataxie parmi
les ataxies cérébelleuses pures. SCAR6 « Spino Cerebellar Ataxia 6 » est une entité clinique
tres bien définie décrite pour la premiecre et seule fois par Kvistad en 1985 chez 7 patients

consanguins appartenant a une grande famille d’origine Norvégienne (Kvistad, et al., 1985).

Il s’agit d’une ataxie autosomique récessive non progressive qui commence a un age
précoce. Cette précocité la fait classer par certains auteurs parmi les ataxies congénitales.
Cette forme spécifique a été retrouvée chez 7 patients consanguins (Figure2) qui ont présenté
une ataxie héréditaire tres précoce sans aucune aggravation ultérieure. Les 7 patients

présentaient clairement la méme symptomatologie clinique.

Aucun patient n’a présenté de symptome avant 1’age de 1 an. Le signe révélateur a
consisté en un retard de la marche sans aide ni appui. Plus tard une maladresse et une
hypotonie musculaire sont apparues. Les patients sont tous scolarisés et aucune déficience
mentale n’a été retrouvée malgré une tres lente acquisition de la parole. Il s’agit d’une ataxie
pure sans aucun signe extra-neurologique, a 1’exception d’une petite taille. A I’age adulte la

symptomatologie se résume en une démarche ataxique, une petite taille entre -2 et -3
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déviations standard et des pieds plats, sans autres malformations squelettique. Ce retard
statural était variable dans le temps et d’un patient a un autre, mais synchrone avec le début
des signes neurologiques. Toutes origines endocriniennes ou carentielles pouvant étre a
I’origine du retard du développement ont été éliminées. L’examen neurologique a en outre
révélé une parole monotone, lente et saccadée, ainsi qu’un nystagmus modéré au regard
latéral. L hypotonie musculaire est marquée. L’ataxie cérébelleuse se présente a des degrés
variables avec un tremblement d’intention, une maladresse des mains, une dysdiadococinésie
et un phénomene de rebond. Cette ataxie qui ne concerne pas le tronc, s’associe a une force
musculaire et une sensibilité normales. Les reflexes ostéo-tendineux sont vifs, avec une
spasticité notée essentiellement au niveau des membres inférieurs. L’association de cette
spasticité a un signe de Babinski n’est pas retrouvée chez tous les patients. La TDM cérébrale
a révélée dans la plupart des cas une atrophie vermienne. Les explorations
neurophysiologiques, en 1I’occurrence I’EEG, sont normales. Les explorations biochimiques et
immunologiques sont normales et aucun organe autre que le systeme nerveux central n’est
touché. Malgré 1’absence de progression et de détérioration clinique, la dégénérescence
cérébelleuse est progressive. Ceci est illustré par la TDM qui montre une atrophie
cérébelleuse plus marquée chez les patients les plus agés et une absence d’atrophie
cérébelleuse chez les plus jeunes. Ceci suggere que le début de la maladie est plus précoce et
probablement avant un an, surtout parce que les signes cérébelleux sont difficiles a évaluer

avant la maturation du SNC.

Cette famille Norvégienne a fait I’objet d’un clonage positionnel par cartographie par
homozygotie utilisant des marqueurs microsatellites (Tranebjaerg, et al., 2003). Une analyse
du génome entier utilisant 408 marqueurs microsatellites fluorescents a été pratiquée et a
révélé une homozygotie par descendance au niveau de la zone péri-centromérique du
chromosome 20 en p12-ql2 entre les deux marqueurs microsatellites D20S471 et D20S119.

Cette région homozygote s’étend sur 23Mb et comprend plus de 220 genes.

2- PHARC ou Refsum Like

PHARC est I’acronyme de Polyneuropathy, Hearing loss, Ataxia, Retinitis pigmentosa

and Cataract. A cause de la ressemblance de la présentation clinique avec le syndrome de
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Refsum, ce syndrome a été décrit en tant que «Refsum Like ». Le locus de ce syndrome
Refsum like a été récemment publié (Fiskerstrand, et al., 2009) a partir de 1’étude chez 3
patients d’une famille originaire d’une petite ile Norvégienne. Il s’agit d’une ataxie tres
progressive liée au chromosome 20 dans I’inervalle 20p11.21-q12 entre les microsatellites
D20S477 et D20S107 et contenant prés de 200 genes. L’ analyse biochimique des taux d’acide
pristanique et phytanique, ainsi que ’activité enzymatique alpha-oxydative sont normales
chez les 3 patients, excluant ainsi définitivement le syndrome du Refsum. L’étude des vitesses
de conduction nerveuses montrent une nette diminution indiquant une neuropathie

démyélinisante. L’IRM cérébrale révele une atrophie cérébelleuse.

Au cours de mon travail de these, j’ai également identifié six familles liées a la région
pericentromérique du chromosome 20, par cartographie par consanguinité et identification

d’un effet fondateur.
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Tableau 4 : Nomenclature et caractéristiques cliniques des loci d’ataxies récessives

Nom / OMIM
SCAR2 /213200

SCAR3 /SCABD
/271250
SCAR4 /607317

SCARS / CAMOS
/606937

SCARG6 / 608029

SCAR7 /609270

AXPC1 /609033

SPAX2 /611302

SPAX3 /611390

610185

Nouvelle forme
d’ataxie-épilepsie

Signes cliniques distinctifs

Ataxie cérébelleuse congénitale,
retard mental, petite taille
Ataxie, atrophie optique ou
rétinopathie pigmentaire, surdité

Ataxie cérébelleuse et sensitive de
I’adulte, signes pyramidaux

Ataxie cérébelleuse, retard mental,
microcéphalie, atrophie optique,
anomalies de la biopsie cutanée

Ataxie spastique infantile, hypotonie,
petite taille

Ataxie cérébelleuse et proprioceptive,
début dans I’enfance.

Ataxie cordonale postérieure et rétinite
Pigmentaire

Ataxie spastique a 1’adolescence

Ataxie spastique avec
Leucoencéphalopathie

Hypoplasie cérébelleuse, retard mental,

locomotion quadrupédale

Epilepsie avant 1 an, ataxie
cérébelleuse, retard mental, anomalies
de la substance blanche

Locus
9q34-qter

6p22

1p36

15924-q26

20ql1-q13

11p15

1q31-q32

17p13

2q33-q34

17p

16q21

Références
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Figure 1 : Colocalisation chromosomique des 2 loci SCAR6 et PHARC

(Limites chromosomiques d’apres UCSC 2006)

¥ 0 i O— o ¢ 0 L) L};'.J! wC—rn
i . .
W 1 W_T-.__-‘ja 10 _‘A_!J- 1% Qe 7 Z'_‘_—-l o] H 5—-—': 0 &
‘ I 1 1 y
bt L 1 | | [EE e O= O (sl jat} a 1 O
- . — _
vm O ».: Qa la s e T

‘.

[P —

[}

(j."’ﬂ

Figure 2 : Arbre généalogique de la grande famille Norvégienne liée au locus SCAR6

(D’apres Kavistad et al., 1985)
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II- Quelques notions de génétique des populations :

Les notions théoriques traitées dans ce chapitre concernent 1’analyse des 5 familles
Algériennes de la région de Constantine liées au locus du chromosome 20, chez lesquelles j’ai
identifié un effet fondateur. Les applications de ces notions théoriques seront traitées dans le

chapitre résultat.

A- La dérive génétique :

La dérive génétique est le changement de la fréquence allélique dans une population
due a I’accumulation d’évenements au hasard. Elle se distingue de la sélection naturelle, qui
est un processus non aléatoire traduisant l’effet de certains alleles sur le comportement

adaptatif et ou reproductif d’une espece.

La dérive génétique est généralement observée dans des populations de petite taille a
cause d’un effet fondateur ou d’un goulot d’étranglement. La sélection naturelle est par contre
rapportée dans des populations de grandes tailles. L’effet de la dérive génétique est faiblement
ressenti dans une population de grande taille. En effet, la perte d'une copie d'un certain allele
présent chez un individu sans descendance sera compensée par le fait qu'un autre individu
possédant le méme allele aura plusieurs descendants. De cette maniere, les fréquences
alléliques fluctuent peu dans les grandes populations. Par contre, elles varient fortement dans
les petites populations, ou cet effet de moyenne n'agit pas. Il faut cependant garder en
mémoire que ces deux phénomenes agissent toujours ensemble, et que c’est la prédominance
de l'effet de I'un sur 'autre qui régit les variations des fréquences alléliques dans une

population.

La dérive génétique peut jouer un rdle trés important dans la détermination des
caractéristiques génétique de la population nouvellement créée. Dans cette population fondée,
les prévalences des caractéristiques génétiques vont augmenter y compris celles des mutations
pathogenes. Les individus fondateurs d’une population ne seront pas également représentés.
Leur représentativité dépendra de leur date d’arrivée dans la nouvelle population et du fait
qu’ils aient eu ou non des descendants. Au cours des générations qui suivent la migration, la
dérive génétique peut aussi modifier les fréquences alléliques et I’ampleur de son effet sera

fonction de I’effectif et de la dynamique démographique de la nouvelle population.
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Les conséquences de la dérive génétique sont :

a- L’apparition d’un isolat génétique par augmentation de la consanguinité et donc de la
proportion d’homozygotes par rapport aux hétérozygotes.

b- Une fluctuation des fréquences alléliques de génération en génération, 1I’amplitude de
ces fluctuations sera d’autant plus grande que la taille de la population sera petite.

c- Une différenciation génétique progressive de 2 populations issues d’une méme
population mere. ces 2 populations auront initialement les mémes fréquences
alléliques, mais elles vont connaitre des processus de dérive génétique indépendants.
Chacune des populations va avoir des fréquences alléliques se modifiant aléatoirement
au cours du temps. La variabilit¢ génétique de l'espece va ainsi augmenter, ceci

d'autant plus qu'elle sera composée de petites populations isolées les unes des autres.

B- La consanguinité

Dans une population panmictique ou I’équilibre de Hardy Weinberg est démontrée
(p+q) =1 (p2+q2+2pq:1), les mariages se font au hasard et les proportions d’homozygotes p2
et q2 ainsi que les proportions d’hétérozygotes 2pq sont constantes. Sachant que la plupart des
populations naturelles ne sont pas panmictiques, les gametes ne s'unissent donc pas au hasard
du fait de la taille limitée des populations et de ses structures internes qui empéchent la libre
rencontre des individus. Ces limites de dispersion des gametes font que les organismes vont se

reproduire avec des individus qui sont nés a proximité d'eux, avec qui ils sont apparentés.

Ces individus posséderont un lien de parenté et un ou plusieurs ancétres communs
donc une certaine proportion de copies alléliques identiques par descence. Ils sont définis

comme COIlS&l’lgllil’lS.

C- La notion d’isolat génétique : consanguinité rapprochée, «Inbreeding »,

endogamie

Dans une population de petite taille, ot les possibilités de mariage au hasard sont

faibles la proportion d’hétérozygotes va nettement diminuer d’une génération a la suivante au
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profit des homozygotes. « L’inbreeding » ou endogamie dans cette population va augmenter a

cause de la diminution des possibilités de mariage au hasard.

Le cas extréme d’ «inbreeding » étant 1’autofécondation ou homogamie. Ce
phénomene sera d'autant plus rapide que la taille de la population sera faible. Dans I’espece
humaine ce phénomene s'applique, mais avec une génération de retard par rapport aux especes

ou ’homogamie est possible.

D- L’effet fondateur (Figures 3 et 4)

Il s’agit de la réduction du pool de genes liés a 1’établissement d’une nouvelle
population sur un territoire neuf a partir d’'une population parentale d’origine. Il se caractérise
par un changement du profil des fréquences alléliques dans le groupe migrant par rapport a sa
population d’origine. Il s’explique par la stochastique de 1’échantillonnage des chromosomes
et devient d’autant plus important lorsque le nombre des migrants est petit et que le groupe
des migrants est formé de fratries ou de familles.

Dans cette population nouvellement formée, on note la présence d’une fraction des variations
génétiques de la population d’origine. Cette nouvelle population sera par conséquent
génétiquement et phénotypiquement différente de la population de départ. La caractérisation
d’un effet fondateur s’appuie le plus souvent sur 1’observation des maladies monogéniques.
Les exemples d’effet fondateur sont tres fréquents dans les maladies mendéliennes.

L’effet fondateur comporte dans sa définition la notion de goulot d’étranglement
démographique aussi surnommé « goulot d’étranglement par migration » qui indique une

importante réduction de taille de la population fondatrice par rapport a la population mere.

Cette notion de goulot d’étranglement augmente la dérive génétique puisque le taux de
dérive est inversement proportionnel a la taille de la population. Il augmente par ailleurs
I’« inbreeding » en réduisant les possibilités de mariages au hasard.

Les répercussions de 1’effet fondateur sur le pool génique d’une population dépendent non
seulement du comportement reproductif associé a une plus grande fécondité mais aussi de la

diversité initiale du systeme génétique examiné. La variance d’échantillonnage est beaucoup

49



plus grande pour des alleles rares. L’effet fondateur pourrait ainsi étre sans conséquence sur la
fréquence des polymorphismes communs dont I’importance dans 1’étiologie des phénotypes
associés aux traits complexes ou a la réponse thérapeutique au traitement est tres

controversées.

E- Exemples d’effets fondateurs dans les ataxies autosomiques récessives :

Dans le cadre des maladies monogéniques on peut parler de mutation fondatrice
retrouvée chez un grand nombre de patients ou d’haplotype fondateur lorsque le geéne en
cause n’est pas encore identifié. Tous les porteurs d’une mutation fondatrice auront forcément
le méme haplotype, ce dernier va étre réduit en taille au fur et a mesure des générations a
cause des recombinaisons homologues qui peuvent survenir a chaque méiose. La fréquence
d’un haplotype dans une population pourra nous renseigner sur 1’extension géographique des
descendants du fondateur.

La notion d’haplotype sera abordée plus en détail un peu plus loins dans ce manuscrit. La
notion de mutations fondatrices a été souvent évoquées dans les ataxies récessives. La
prédominance d’une ou plusieurs mutations fondatrices dans un petit groupe une fois
confirmée va nous permettre de faire un screening de cette population et un suivi

épidémiologique des porteurs hétérozygotes (Gilad, et al., 1996).

1- ARSACS:

ARSACS a été décrite pour la premiere fois en 1978 par J-P Bouchard dans la région du
Charlevoix-Saguenay. Il s’agit d’une ataxie spastique qui illustre parfaitement la notion
d’effet fondateur dans cette région du Québec (Engert, et al., 2000). Dans cette région du
Nord-est du Québec existe une vingtaine de maladies héréditaires décrites avec un effet
fondateur Québécois. La mutation fondatrice du gene de la sacsine (6594delT) est retrouvée

chez 96% des patients Québécois.
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2- ATM:

L’ataxie télangectasie est un exemple d’ataxie récessive dans laquelle ont été retrouvées
plusieurs mutations fondatrices dans différentes population. Il existe en fait plus de 250
mutations décrites dans le gene ATM. Certaines de ces mutations sont fondatrices dans des
populations bien spécifiques telles que la population des iles Britaniques (Stankovic, et al.,
1998), les Italiens de Naples (Gilad, et al., 1996), les Polonais, les juifs nord-africains, les
Costa Riciens, les Japonais (Ejima and Sasaki, 1998). Les Druzes et les Russes. Nous allons
citer quelques mutations fondatrices répertoriées chez deux populations fréquemment décrites

dans la littérature, la population Japonaise et la population juive nord-africaine.

Deux mutations fondatrices ont été décrites dans 8 familles Japonaises non consanguines
et non apparentées : 4612del165 au niveau de I’exon 33 et 7883del5 au niveau de I’exon 55,
une étude par microsatellites de I’haplotype qui entoure ces mutations a aussi révélé la
présence d’un haplotype commun fondateur (Ejima and Sasaki, 1998). Parmi 16 familles
juives nord-africaines du Maroc et du nord de la Tunisie (de Tunis et de la ville de Nabeul)
une mutation fondatrice tronquante 103C>T (R35X) a été retrouvée chez 15 familles. Il s’agit
d’une mutation spécifique de la population juive nord-africaine qui n’a pas été retrouvée chez

les Tunisiens non juifs originaires de la méme région (Gilad, et al., 1996).

De telles observations ont permis en 1998 de mener une étude épidémiologique dans
le but de faire un screening des mutations du gene ATM et de dépister les individus a haut
risque de cancer. Vu le grand nombre de mutation de mutations décrites dans I’AT (plus de
250), un screening de toutes ces mutations parait impossible. 70% de ces mutations sont par
contre tronquantes, justifiant ainsi un screening basé sur la détection de la protéine. Cette
recherche a permis de détecter 60% des mutations connues chez 76% des Costariciens, 50%
des Norvégiens, 25% des Polonais et 14% des Italiens. Des mutations ont aussi été détectées
chez les Amish, les Japonais, les mormons de 1’Utah, les africains américains et les patients

des iles britanniques (Telatar, et al., 1998a; Telatar, et al., 1998b).
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3- AVED:

L’effet fondateur nord africain de 1’ataxie avec déficit en vitamine E est maintenant bien
étudié. Il s’agit de la mutation 744delA au niveau de I’exon 5 cause un décalage du cadre de
lecture. Cet effet fondateur a tout d’abord été décrit dans des familles Tunisiennes et
Italiennes (Ben Hamida, et al., 1993a; Ben Hamida, et al., 1993b). Cette mé&me mutation a
ensuite été retrouvée chez des patients Marocains (Benomar, et al., 2002; Marzouki, et al.,
2005) et Algériens. Une seconde mutation fréquente, 513insTT, a été décrite dans la
population caucasienne et Nord américaine. La mutation la plus fréquente au Japon est un

faux sens H101Q, associé avec un phénotype tres peu sévere et un début tardif de la maladie.

4- FRDA :

Leffet fondateur rapporté dans I’ataxie de Friedreich en 1996 par Monros E et al.
(Monros, et al., 1996), , a partir de I’observation d’un haplotype commun en microsatellite, a
été identifié en méme temps que la mutation responsable. Cette mutation consiste en une
expansion GAA au niveau de I'intron 1 du gene de la frataxine. Cette mutation est retrouvée
dans 98% des chromosomes FRDA. Des effets fondateurs mineurs ont été par la suite
rapportés. Chez 4 familles de différentes origines (Francaise, Irlandaise et Anglaise) une
mutation ponctuelle G130V suggere la présence d’un second effet fondateur, cette mutation
confere de plus un phénotype atypique de I’ataxie de Friedreich avec des reflexes vifs absence
de dysarthrie et une incoordination tres discrete, 1’age de début reste cependant le méme
(Cossee, et al., 1999). Un troisieme effet fondateur Italien a été retrouvé dans le sud de I’Italie
[154F (Campuzano, et al., 1996). Enfin un quatrieme effet fondateur avec un haplotype

commun a été décrit chez 3 patients non apparentés M 11 (Zuhlke, et al., 1998).

5- I0SCA :

A ce jour des mutations ont seulement été rapportées dans la population Finlandaise, ce
qui suggere un effet fondateur propre dans cette population. Une mutation fondatricea été
décrite : la mutation majoritaire 1708 A>G (Y508C), la mutation silencieuse 1472C>T a été
décrite chez un patient hétérozygote composite avec la mutation majoritaire.
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6- AOA1l:

Il s’agit d’une ataxie tres fréquente au Japon a cause de la présence de 2 mutations
fondatrices (689insT et P260L). Une troisieme mutation fondatrice W279X, initialement
trouvée dans la population du nord du Portugal, a été retrouvée dans 1’ensemble de la
population caucasienne. D’autres mutations ont été retrouvées chez des patients de diverses

origines.

7- ABL:
Une mutation fondatrice G865X a été retrouvée chez les juifs ashkénase (Benayoun, et al.,

2007).
Dans les cas d’ARSACS, de IOSCA et d’AOAI, les effets fondateurs ont permis d’identifier

les geénes responsables des maladies (Date, et al., 2001; Engert, et al., 2000; Moreira, et al.,

2001a; Nikali, et al., 2005).
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Figure 3: Schéma illustrant la notion d’effet fondateur dans le cadre d’une maladie
autosomique récessive
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Figure 4: Cartographie par homozygotie et effet fondateur
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III-  Les o/ hydrolases :

Au cours de ce travail, nous avons identifi€¢ des mutations au niveau d’une o/ hydrolase :
ABHDI12, dans une nouvelle forme d’ataxie liée au chromosome 20. Dans ce chapitre je
détaillerai les caractéristiques biochimiques, la localisation subcellulaire et la fonction des o/
hydrolases en m’attardant sur ABHDI12. Je détaillerai, par ailleurs les caractéristiques
biochimiques et fonctionnelles du seul substrat d’ABHDI12connu a ce jour:

I’endocannabinoide : 2-arachidonoylglycerol (2AG).

Je me suis basée en grande partie dans la recherche bibliographique de ce chapitre, sur les
données  fournies par la base de données ESTHER créée en 1995
http://bioweb.ensam.inra.fr/esther, destinée a 1’analyse des séquences de protéines et d’acides
nucléiques appartenant a la superfamille des alpha/beta hydrolases. Dans cette base de donnée
sont répertoriées toutes les a/B hydrolases, leurs fonctions (lorsqu’elles sont connues), leurs

structures, et récemment ont été rajoutées leurs implications dans les pathologies humaines.

A-Définition :

Les o/f hydrolases constituent une classe d’enzymes qui catalysent les réactions
d’hydrolyse d’esther, de liaison peptidiques, et de liaisons osidiques. Ces enzymes sont
classées EC3 dans la classification EC. Elles ne nécessitent généralement pas de coenzyme,

car elles sont activables par des cations (Ollis, et al., 1992).

B- Structure :

Les hydrolases sont des enzymes hydrolytiques avec des origines phylogénétiques et des
activités catalytiques tres diverses. La superfamille des alpha/beta hydrolases (ABHD) a été
décrite pour la premiere fois en 1992 par Ollis et al. (Ollis, et al., 1992). Toutes les ABHD
possedent un méme coeur enzymatique composé d’au moins 5 feuillets beta (5 a 8) connectés
entre eux par des hélices alpha. Tous les feuillets beta sont paralleles entre eux sauf le B2 qui
est antiparallele. Toutes ces enzymes dérivent d’une méme protéine ancestrale ou le domaine
catalytique est conservé, sans qu’il y ait pour autant une conservation du site de liaison a la
molécule cible. L’élément le mieux conservé est la triade catalytique Nucléophile. Cette triade
est généralement formée par une Sérine ou une cysteine ou un acide aspartique), un acide
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(généralement I’acide Aspartique) et une histidine, formant le coude nucléophile. Dans cette
triade I’élément le plus conservé étant I’histidine (Nardini and Dijkstra, 1999; Ollis, et al.,

1992) (Figure 5).

Un alignement des séquences des 15 o/p hydrolases montre que 12 ABHD/15 utilisent
I’acide aminé nucléophile Sérine G-X-S-X-G pour former le coude nucléophile (Simon and
Cravatt, 2006). Ces 12 genes y compris ABHDI12 contenant une Sérine dans leur site

catalytique, sont regroupés sous le nom de Sérine hydrolases (Figure 6).

C- Localisation subcellulaire :

On a longtemps pensé que la localisation subcellulaire des hydrolases était exclusivement
microsomale. En 2006, Enayatallah AE a montré que la localisation des o/f hydrolases était
tissu dépendante et qu’elle pouvait étre aussi bien cytosolique que microsomale (Enayetallah,

et al., 2006; Rawal, et al., 2009).

D-les membres de la superfamille des o/f hydrolases et leurs Implications dans les

pathologies humaines :

Les o/ hydrolases sont impliquées dans la majeure partie des processus physiologiques et
pathologiques, ce qui en a fait une cible thérapeutique dans plusieurs maladies telles que le
diabete, la maladie d’ Alzheimer, 1’obésité et les anomalies de la crase sanguine (Thornberry
and Weber, 2007). A ce jour 15 genes contenant un domaine o/p hydrolase ont été identifiés
chez ’homme et la souris et les fonctions de la majorité des protéines correspondantes n’ont

pas encore été élucidées. (Figure 7)

1- ABHD1/LABH1:

ABHDI est localisé sur le chromosome 2 en p23.3. Le site catalytique d’ABHDI1 est
formé par une triade Ser-Asp-His caractéristique des péroxidases. Il code pour une protéine
impliquée dans le métabolisme des xénobiotiques générés par le tabagisme (Cummins, et al.,
2007). Cette protéine aurait par ailleurs un rdle protecteur contre [’hypertension
artérielle(Stoelting, et al., 2009). Son taux d’expression est élevé au niveau du muscle, du foie

et de la peau (Edgar, 2003).
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Figure 5 : Diagramme de la structure secondaire canonique du repliement des o/

hydrolases.

Les hélices a et les feuillets B sont respectivement représentés par des cylindres blancs et des
fleches grisées. La triade catalytique est indiquée par des points noirs. Les lignes en trait

interrompu représentent les endroits ou I’insertion est possible. (D’apres Marco Nardini 1999)



Abha 141
AbhS 150
AbhG 143
Abh14b 106
Abh14a 142

Abh9 232
AbhT 162
Abih 206
Abh3 215
AbhZ 202
Abh10 138
Abh12 2471
Abh13 188
AbhE 239
Abh11 128

Figure 6 : Alignement multiple du site nucléophile des 15 membres

de la superfamille des a/f hydrolases humaines (p’aprés Simon and Cravatt, 2006)
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Figure 7 : Arbre phylogénétique des o/p hydrolases humaines
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2- ABHD2:

ABHD? est localisé sur le chromosome 15 en 15g26. Elle a principalement été étudiée
par Miyata et al qui a montré son réle dans la migration des cellules musculaires lisses
endothéliales (Miyata, et al., 2008; Miyata, et al., 2005). Dans une seconde étude menée par la
méme équipe, 1’expression d’ABHD2 humaine a été retrouvée élevée dans les monocytes se
différenciant en macrophage : étape critique dans le développement de I’athérosclérose
(Miyata, et al., 2008). ABHD2 est aussi impliquée dans le processus inflammatoire et
I’emphyseéme pulmonaire. En effet une mutagénese dirigée d’ABHD?2 chez la souris provoque
une infiltration inflammatoire au niveau des alvéoles pulmonaires ainsi qu’une augmentation
de I’apoptose, suite a la baisse significative du taux de phosphatidylcholine dans le liquide de

lavage alvéolaire (Jin, et al., 2009).
3- ABHD3/LABH3:

ABHD3 est localisé sur le chromosome 18 en qll.1. Il code pour une protéine
intégrale de la membrane plasmique. Son site catalytique est formé par une triade Ser-Asp-
His caractéristique des péroxidases. Aucune implication physiologique, ni pathologique ne lui

a été attribuée a ce jour.
4- ABHD4:

ABHD4 est localisé sur le chromosome 14 en q11.2. Il est impliqué dans la voie de
synthese accessoire des endocannabinoides. ABHD4 est une lyso-NAPE (N-acyl
phosphatidyl-ethanolamine) lipase aussi bien au niveau du SNC qu’au niveau des tissus
périphériques. Il permet la synthése des endocannabinoides N-acétyl-ethanolamines (NAE) a
partir des lysoNAPE. La protéine ABHD4 est exprimée a des taux élevés au niveau du SNC,

suivi par ordre décroissant par les testicules, les reins, et le foie (Simon and Cravatt, 20006).
5- ABHDS5/ CGI58/ NCIE2 :

ABHD)S est localisé sur le chromosome 3 en 3p21.33. Son homologie avec ABHD 4
est de 55%. ABHDS ne possede aucune activité catalytique directe a cause de la présence
d’une asparagine (N153) a la place de la sérine nucléophile(Simon and Cravatt, 2006). Une

mutation dans ABHDS a été impliquée dans le syndrome de Chanarin-Dorfman, un trouble
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autosomique récessif du métabolisme inné des lipides neutres. Cette maladie se traduit par
une accumulation multi-systémique des triglycérides, avec tout de méme des concentrations
plasmatiques normales (Brown, et al., 2007; Doganci, et al., 2005; Lefevre, et al., 2001;
Schweiger, et al., 2009). Le syndrome de Chanarin-Dorfman regroupe les manifestations
cliniques suivantes : Stéatose hépatique, hépato-splénomégalie, cardiomyopathie, cataracte
bilatérale, retard de croissance, ataxie, surdité neurosensorielle bilatérale, nystagmus
horizontal, un retard mental et une ichtyose. Récemment, Schweiger a montré que ABHDS
méme dépourvu de son activité catalytique intervient par un mécanisme non encore élucidé,

dans la stimulation I’hydrolyse des TG (Schweiger, et al., 2009).

6- ABHDG:

ABHDG6 a été identifié en 2006 par Maier et al, ABHDG6 est localisé€ sur le chromosome
3 en 3pl14.3. 1l s’agit comme ABHD?3, d’une protéine intégrale de la membrane plasmique. Il
s’agit d’un gene cible de I’EBV, impliqué dans le lymphome de BURKITT, le lymphome de
Hodgkin et le lymphome post-transplant (Maier, et al., 20006). Il a par ailleurs été impliqué
dans le métabolisme et la signalisation au niveau du systéme nerveux central, spécifiquement
dans I’hydrolyse des Endocannabinoides (2AG) (Blankman, et al., 2007). Récemment,
devant la constatation d’une expression différentielle dans les cellules tumorales pulmonaires,
une implication possible d’ABHD6 dans la tumorigénese a aussi été évoquée (Li, et al.,

2009)(Figure 8).

7- ABHD7:
ABHDY7 est Localisé sur le chromosome 1 en 1p 22.1. Il s’agit d’une protéine intégrale
de la membrane plasmique, qui possede un acide aspartique nucléophile, ce qui lui confere

une activité époxyde hydrolase.
8- ABHDS:

ABHDS est localisé sur le chromosome 19 en 19pl13.11, il s’agit d’une époxyde

hydrolase qui contient un domaine lipase-sécrétoire.
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9- ABDHY/EPHX3/epoxide hydrolase 3 :
ABHDS9 est localisé sur le chromosome 19 en 19p13.12. 1l s’agit d’'un marqueur de
récidive du cancer de la prostate (Weiss, et al., 2009). Son dosage contribue ainsi a un

meilleur suivi thérapeutique (Cottrell, et al., 2007).

10- ABHDI10:
ABHDIO0 est localisé en 3q13.2 ; il s’agit d’'une Sérine peptidase mitochondriale. Elle

contient un domaine en doigt de zinc de type FYVE.

11- ABHD11/ WBSCR21 :

ABHDI 1 est localisé sur le chromosome 7 en 7q11.23. Il code pour une proteine du
réticulum endoplasmique. Elle agit en tant que GPI inositol-deacylase. Cette deacylation est
importante pour assurer un transport efficace des proteines GPI-ancrées du RE vers I’appareil
de Golgi. Ce gene est delété dans le syndrome de Williams Beuren, sans que son rdle exact

dans ce syndrome soit pour autant connu.

12- ABHDI12:

ABHDI2, aussi connue sous le nom de Monoacylglycerol lipase ou encore 2AG
hydrolase, a été isolée récemment en 2007 par Blankman et al (Blankman, et al., 2007), et
des 2007 I’équipe de Nephi Stella ont suspecté son role dans 1’hydrolyse du 2AG (Muccioli,
et al., 2007) . ABHDI12 est une glycoprotéine intégrale de la membrane. Il s’agit d’une
molécule membranaire a traversée unique, qui a perdu son signal peptidique « single-pass

membrane protein ».

ABHD 12 sera abordée plus en détail dans la partie E de ce chapitre.

13- ABHDI2B:
ABHDI2B est localisé sur le chromosome 14 en 14q22.1. Il est tres homologue a

ABHDI2. Aucune fonction n’a encore été attribuée a cette protéine.

63



14- ABHDI13:
ABHDI3 est localisé sur le chromosome 13 en 13q33.3, il code pour une protéine

intégrante a la membrane. Aucune fonction n’a encore été attribuée a cette protéine.

15- ABHDI14:
ABHDI4 est localisé sur le chromosome 3 en 3p21.2. Deux isoformes sont décrites
ABHDI4A et B localisées sur le méme chromosome. L’homologue chez la souris, Zicl,

(Hoshino, et al., 2003) est exprimé dans les granules cérébelleux.
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E- ABHD12:

1- Localisation chromosomique et structure nucléotidique :

ABHDI?2 est localisé sur le chromosome 20 en 20p11.21. Il couvre 96.24 kb, de la
position 25275380 pb a la position 25371477 pb (UCSC, Février 2009). Sa séquence
nucléotidique est composée de 13 exons qui codent pour une protéine de 398 acides aminés.

ABHDI?2 est transcrit sur le brin négatif, en 4 ARNm différents.
2- Localisation subcellulaire de la protéine:

Son site actif « catalytique » se situe du coté luminal. Elle présente du coté N-terminal
deux domaines transmembranaires: un premier du 5¢me acide aminé a 1’acide aminé en
position 24 et un deuxieme de I’acide aminé 31 a 53(prédits par SMART). La présence de ces
2 domaines fait d’ABHD12 une protéine intégrante a la membrane (Cravatt, et al., 1996). Son

extrémité C-terminale se situe du coté luminal (Figures 8 et 9 ).

3- Homologies :

Il existe une homologie de 93 % entre la protéine humaine et murine avec une E-
value=0.0. Il existe également un orthologue d’ABHDI12 chez le vers nématode C. elegans
(geéne 51465 (e=10-64,)). Les homologues chez les protozoaires, levures et plantes ne sont pas
des orthologues (A.thaliana (génes ATI1G13610 (e=3 10-13,), WAV2 (e=10-11,),
AT2G24320 (e=5 10-11,), AT3G01690 (e=8 10-11)). La structure cristalline disponible de la
protéine la plus proche est celle de la proline iminopeptidase-related protein TTHA1809 de
Thermus thermophilus HB8 (PDB 2yys).

4- Alignement multiple de la séquence d’ABHD12 avec les membres de la
sous familles des o/f hydrolases :
Un alignement multiple de toutes les o/f hydrolases montre que ABHD12B suivie par
ABHD13 sont les plus homologues a ABHD12. En effet ABHD12B dérive d’une duplication
récente d’ ABHD12.
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5- Fonction :

a/f hydrolase domain containing protein 12 est aussi connue sous le nom de
Monoacylglycerol lipase ABHD12 ou encore 2AG hydrolase. Elle est classée EC3.1.1.23
dans la nomenclature EC. L’existence d’ABHD12 a été suspectée en 2007 par 1’équipe de
Nephi Stella (Muccioli, et al., 2007). En effet en 2007, Muccioli et al. constate la présence
d’une activité endocannabinoide hydrolase dans les cellules microgliales murines connue
déficiente en Monoacylglycérol lipase (MAGL), I’'unique 2AG hydrolase connue jusqu’a
lors. Ils concluent alors a la présence d’une nouvelle hydrolase, non encore identifiée.
Quelques mois plus tard, JL Blankman, caractérise au niveau des cellules cérébrales murines,
les protéines responsables de cette activité d’hydrolyse indépendante de MAGL : ABHD6 et
ABHDI12 (Figure 10).

Chez le modele murin, ’hydrolyse du 2AG est assurée par 3 hydrolases : ABHD12,
ABHDG6 et la MAGL (Figures 8, 9 et 10). La MAGL est responsable de 1’hydrolyse de 85%
du 2AG, suivie par ABHD12; 9% et ABHDG6 ; 4%. L’hydrolyse des 2% restantes est
assurée par d’autres hydrolases telles que la Fatty Acid Amide Hydrolase (FAAH) (Figure 9).
ABHDI2 est en effet une enzyme régulatrice de la voie de signalisation des
endocannabinoides (Blankman, et al., 2007; Dinh, et al., 2002). et donc une bonne cible

thérapeutique dans le traitement de la douleur.

F- Le 2AG: Sa voie de dégradation et son implication dans les processus

pathologiques :

Le 2AG est un lipide endogene, il forme avec 1’arachidonyl-ethanolamide (AEA) les

deux principaux lipides cannabinoides endogenes, encore appelés endocannabinoides.

1- Les endocannabinoides :

Définition : Les cannabinoides endogenes ou endocannabinoides, sont des lipides
endogenes. Ils interviennent dans la signalisation rétrograde au niveau du systéme nerveux
central. Ils contrdlent ainsi les réponses comportementales a la douleur ou 1’anxiété. Ce sont
également d’importants stimulateurs de la prise alimentaire et de la lipogenese. Au niveau

central, les endo-cannabinoides stimulent la prise alimentaire, en modulant I’expression de
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neuropeptides orexigénes et anorexigénes. A la périphérie, ils stimulent la lipogenése dans le

foie et le tissu adipeux blanc.
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Figure 8: Représentation de ’orientation cellulaire des 3 principales 2AG

hydrolases : MGL, ABHDG6 et ABHD12 (p’aprés JL Blankman 2007)

Extracellular
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Figure 9 : Les localisations subcellulaires possibles des 2 Acyl-Glycérol hydrolases:

MAGL, ABHD6 et ABHD12 peuvent étre localisées au niveau de la membrane plasmique, au niveau de la
membrane nucléaire et au niveau de la membrane mitochondriale. Les récepteurs aux cannabinoides CB1 et CB2
sont treés abondants au niveau de la membrane plasmatique, alors que la FAAH est plus abondante au niveau de

la membrane du RE. (D’aprés William Marrs 2007 )
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Figure 10 : Structures du 2-Arachidonoylglycerol et ses produits d’hyvdrolyse : Réaction

catalysée par ABHD12 (p’aprés JL Blankman 2007)
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Le systeme des endocannabinoides est un champ de recherche tres vaste et tres actif,
vue I'implication des EC dans une tres grande partie des processus physiologiques et physio-

pathologiques.

2- Le2AG:
Nous ne décrirons dans ce paragraphe que le 2AG : Substrat d’ABHD12.

Le 2AG rempli les 3 criteres d’appartenance aux endocannabinoides (EC) :(i) il
inactive les récepteurs des cannabinoides; (ii) il est produit par les neurones de maniere
activité dépendante (iii) il est rapidement éliminé. Sa dégradation est restée jusqu’en 2007 en
tres grande partie inconnue. Jusqu’en 2007, seule la MAGL était connue comme hydrolase du

2AG (Blankman, et al., 2007; Dinh, et al., 2002).

a- Sites de synthese et de dégradation :

Le 2AG est un neuromodulateur rétrograde. Il est synthétisé dans le SNC, au niveau de
la membrane post-synaptique, il est ensuite transporté au niveau pré-synaptique en suivant un
courant rétrograde (Di Marzo, et al., 2006; Hermann, et al., 2006; Jonsson, et al., 2006). Les
AG lipases sont préférentiellement exprimées au niveau du systeéme nerveux central. Elles
sont localisées au niveau du cytosol et des membranes intra-cellulaires du co6té pré-
synaptique. Elles sont localisées aussi bien au niveau du cortex cérébelleux, dans la cellule de
Purkinje qu’au niveau des cellules pyramidales principales du cerveau (Fernandez-Espejo, et

al., 2005).

b- Fonction :

Le 2AG est impliqué dans une multitude de voies de signalisation, telles que celles de
la douleur (Hohmann and Suplita, 2006), 1’appétit (Kirkham and Tucci, 2006), de I’anxiété
(Witkin, et al., 2005), de la fertilité (Wang, et al., 2006), de la réponse immune (Ashton, 2007,
Ashton and Glass, 2007). En plus de ces fonctions, de Fonseca cite le rdle des

endocannabinoides dans I’apprentissage et la motricité involontaire (Navarro, et al., 1998).
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3- Les récepteurs aux endocannabinoides :

Les EC remplissent leurs divers rdles physiologiques et physiopathologiques via deux
récepteurs CB1 et CB2. Ces deux récepteurs sont principalement pré-synaptiques. Ils sont
rencontrés au niveau des tissus périphériques et du SNC. Ils controlent durant le
développement cérébral, la différentiation cellulaire (Rueda, et al., 2002). Ils sont aussi

retrouvés dans les tumeurs développées a partir de cellules microgliales.

La distribution de CB1 et CB2 au niveau des tissus périphériques, reflete la
distribution des cellules qui les portent. Dans le systeme nerveux central, cette distribution est
beaucoup plus complexe et structurée. Elle refléte clairement I’importance de ce systeme dans
la transmission synaptique. Au niveau de I’hippocampe, par exemple, la distribution de CB1
et CB2, des EC et des hydrolases est complémentaire, alors que dans le thalamus il existe un
réel déséquilibre entre I’absence de CB1 et une activité accrue de MAGL. (de Fonseca and

Schneider, 2008; Fernandez-Espejo, et al., 2005)

4- La physiologie cellulaire :

Les endocannabinoides sont produits et secrétés suite a une stimulation Ca++ dépendante
des récepteurs CB1 et 2 ou suite a une dépolarisation cellulaire. Une fois produits, ils vont
agir sur la cellule émettrice ou les cellules environnantes. Au niveau du SNC, la haute densité
en récepteurs CB1 et 2 au niveau des synapses GABAergiques et glutamatergiques, suggere

leur implication dans la transmission synaptique.
5- Implication de la voie du 2AG dans la neuro-dégénérescence :
Comme mentionné dans le paragraphe 2.b relatif a la fonction du 2AG, ce lipide
endogene est impliqué dans une trés grande majorité des processus physiologiques et

physiopathologiques. Nous ne détaillerons ici que le mécanisme physiologique et

physiopathologique qui implique le 2AG dans le processus de neuro-dégénérescence.
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Une fois transporté par le courant rétrograde en position présynaptique, le 2AG peut
étre soit hydrolysé par ABHD12, ABHD6 et MAGL en acide arachidonique et glycérol
(Figure 10), soit subir une réaction d’oxydation par la Cyclo-oxygénase 2 (Cox2) en
prostaglandines glycerol ester (PGE). Deux autres enzymes, les P450-hydroxygenase et P450-
epoxygenase sont responsables de la transformation du 2AG respectivement en acide 2,
hydroxy eicosatetraenoic; et acide 2 epoxyeicosatetraenoic. (Figure 11) (Guindon and

Hohmann, 2008; Hohmann and Suplita, 2006).

La Cox 2 joue un rdle clef dans la neuro-inflammation grace a son substrat le PGE. Le
PGE est un neuromodulateur de la transmission glutamatergique et de la plasticité synaptique.
Ce substrat est impliqué dans les pathologies neurodégénératives telles que la sclérose en
plaque, la maladie de Parkinson et la maladie d’Alzheimer. Une surexpression du PGE,
stimule la transmission glutamatergique stimulatrice(Sang, et al., 2005), au méme titre qu’'une
altération de la transmission gabaergique ou une hyperstimulation des récepteurs

glutamatergiques (Toscano, et al., 2008).

La figure 11 illustre qu’une inactivation d’ABHDI12, va dévier le 2AG vers la voie
d’oxydation par la cox2, et provoquer ainsi une surproduction du PGE. La présence de PGE
en quantités neurotoxiques est a l'origine de l’'inflammation du SNC et de la neuro-
dégénérescence. (Centonze, et al., 2007; Maccarrone, et al., 2007; Yang and Chen, 2008;
Yang, et al., 2008).
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Figure 11 : le 2AG substrat de plusieurs enzymes

(D’apres J Guindon and AG Hohmann 2008)

73



IV-  Stratégie d’identification des genes impliqués dans les ataxies récessives :

Le choix de la stratégie utilisée pour identifier un gene responsable de maladie génétique
dépend des ressources et de la quantité d’informations disponibles sur la pathogénie de la
maladie. Deux stratégies peuvent étre utilisées pour identifier les geénes responsables de
maladie : le clonage fonctionnel (Gitschier, et al., 1984) et le clonage positionnel (Collins,

1992; Royer-Pokora, et al., 1986) (Figure 12 ).

A- Le clonage fonctionnel :

Le clonage fonctionnel est historiquement la premiere stratégie utilisée pour identifier des
genes responsable de maladie. Il consiste en I'utilisation des connaissances sur la fonction
d’un géne morbide non identifié. Deux approches sont essentiellement utilisées : celle qui
repose sur la disponibilité du produit purifié du gene (production d’oligonucléotides
correspondant a la «rétrotraduction » de la protéine ou d’anticorps dirigés spécifiquement
contre le produit du gene) et celle pour laquelle un test fonctionnel du géne peut étre réalisé
(complémentation fonctionnelle). A part pour le déficit en vitamine E et
I’abetalipoprotéinémie, cette stratégie n’a pas trouvé d’application dans les ataxies récessives,
Cette approche est en général fructueuse dans le cas des maladies métaboliques, comme pour
I’identification de la phénylalanine hydroxylase, géne responsable de la phénylcétonurie

(Robson, et al., 1982) et dans les cas des hémoglobinopathies (thalassémies et drépanocytose).

B- Le clonage positionnel et la cartographie par homozygotie:

1- Le clonage positionnel :

Le clonage positionnel correspond a 1’isolement du gene uniquement a partir de sa
localisation sub-chromosomique déduite de I’analyse familiale, sans nécessiter aucune
information sur la pathogenese de la maladie ou la fonction biochimique de la protéine. Cette
cartographie se base sur I’analyse d’événements de recombinaisons méiotiques qui se sont
produites entre les marqueurs utilisés et le locus de la maladie. Plus un marqueur sera
génétiquement proche de la mutation moins il aura de chances de recombiner avec celle-ci.
Les marqueurs non liés génétiquement auront autant de chances de ségréger avec la mutation
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qu’avec l’allele sauvage. Autrement dit, pour localiser précisément la mutation, il faut
chercher des marqueurs qui ne recombinent pas ou tres peu avec elle ; une grande partie du
clonage positionnel consiste a identifier ces marqueurs. Le lien entre la carte physique (la
molécule d’ADN) et la carte génétique est donné par des marqueurs génétiques moléculaires,
c’est a dire les polymorphismes,méme s’il n’y a pas de relation linéaire stricte entre cM
(distance génétique) et kb (distance physique). Chez ’'Homme, selon la position sur le
chromosome, 1cM varie le plus souvent entre 0,5 et 1,5Mb ; les régions les moins

recombinogenes sont proches des centromeres (Copenhaver, et al., 1998).

L approche générale consiste a essayer de construire des cartes physique et génétique de
la région, a définir la localisation sub-chromosomique, puis a identifier les génes de la région
pour mettre en évidence un gene candidat. Le clonage positionnel demeure difficile et devient
de moins en moins nécessaire lorsque les informations s’accumulent, permettant une approche
positionnelle du géne candidat.

La carte physique et génétique du génome humain étant actuellement bien établie, la
premiere étape consiste a définir une région candidate la plus étroite possible, la taille de cette
région déterminant le travail nécessaire pour arriver jusqu’au gene. Plusieurs méthodes

peuvent Etre utilisées pour localiser la région candidate.

* Analyse de liaison génétique : * analyse de crossing-over ;
* déséquilibres de liaison.
* Analyse d’anomalies génétiques : * duplications / délétions chromosomiques ;

* translocations / inversions chromosomiques.

L’utilisation des marqueurs génétiques polymorphes est nécessaire pour localiser un
gene par analyse de liaison génétique. Par définition, un marqueur génétique doit Etre
polymorphe et doit pouvoir étre positionné sur le génome de fagon non ambigue. Il doit aussi
étre stable d’une génération a I’autre. Pour cartographier une mutation récessive, on adoptera

des marqueurs dominants voire co-dominants (SNP, microsatellites).

Une fois la région candidate minimale déterminée, les genes localisés dans la région sont
identifiés par une recherche dans les bases de données du génome humain. Si plusieurs genes
sont présents dans ’intervalle candidat, on essaye de déterminer le meilleur geéne candidat,
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c’est-a-dire le géne pour lequel une perte ou un gain de fonction serait compatible avec le
phénotype observé chez les patients. Un gene candidat ne sera validé que par la mise en

évidence de mutations déléteres spécifiquement chez les patients.

2- La cartographie par homozygotie :

Dans le cadre des maladies récessives et devant la petite taille des familles étudiées nous
avons opté pour une variante du clonage positionnel, la cartographie par homozygotie(Ben
Hamida, et al., 1993a; Lander and Botstein, 1987). Le principe de la cartographie par
homozygotie s’appuie sur ’hypotheése selon laquelle chez un enfant atteint d’une maladie
récessive rare et dont les parents sont consanguins, les deux alleles mutés du gene proviennent
d’un ancétre commun. Cependant, dans une famille consanguine, une homozygotie par
descendance peut également étre retrouvée dans une région chromosomique non liée a la
maladie (Figure 13). En fonction du degré de consanguinité de ses parents, le nombre de
régions homozygotes observées chez un individu sera plus ou moins important. Dans une
famille consanguine au premier degré (parents cousins germains), on s’attend a trouver au
moins un 1/16 du génome des descendants homozygote. Grace a la haute densité en SNP des
puces de génotypage, plusieurs régions homozygotes seront détectées dont bien sure une seule
comporte le gene lié a la maladie. L’ensemble des régions homozygotes autres que celle qui
comprend le gene muté doivent donc étre exclues, par 1’analyse d’autres individus de la
famille ou par I’analyse de familles supplémentaires. Ces régions sont homozygotes par

hasard ou par manque d’informativité des marqueurs utilisés.

Nous avons utilisé cette stratégie dans un premier temps pour analyser 1I’ensemble des
familles d’ataxies récessives adressées a notre laboratoire. Nous avons pour cela commencé
par la validation de la stratégie de cartographie par homozygotie appliquée aux ataxies
récessives. Cette étape nous a permis de retrouver le gene en cause chez 10 familles parmi 96
familles étudiées par puces de génotypage (H 'mida-Ben Brahim et al., soumis a publication).
La seconde étape a consisté en la recherche parmi les 86 familles restantes par clonage
positionnel d’un nouveau gene d’ataxie récessive. Nous avons utilis€é dans ce travail deux

types de marqueurs polymorphes, les microsatellites et les SNP.
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3- Identification des régions d’homozygotie :

Afin d’identifier les régions d’homozygotie chez les familles étudiées, nous avons procédé
a une étude «pangénome » par génotypage de marqueurs SNP chez les atteints nés de parents
consanguins. Notre stratégie consiste en 1’analyse de tout le génome des atteints d’une méme
famille et la comparaison des ces régions d’homozygotie afin d’identifier la ou les régions
communes chez les atteints. Dans un deuxieme temps, les freres et soeurs sains et les parents
sont analysées a 1’aide de marqueurs microsatellites au niveau des régions candidates pour

tester la ségrégation des haplotypes par rapport aux patients.

a- Les SNP

Les SNP ou Single Nucleotide Polymorphisms sont des modifications d’une paire de base
le plus souvent caractérisées par deux alleles au sein de la population. Ils sont présents en tres
grand nombre (plusieurs millions) sur I’ensemble du génome (Sachidanandam, et al., 2001).
Ces marqueurs bialléliques et donc peu informatifs sont analysable sur des puces de
génotypage a tres haute densité ; ces puces permettent une bonne couverture de tout le
génome et une analyse fine des régions d’homozygotie. Au cours de ce travail nous avons
utilisé des puces GeneChip Human Mapping d’ Affymetrix avec différentes densité de SNP :
10K, 50K et 6.0 (= 1000K). Les caractéristiques de chacune des puces sont résumées dans le

tableau 5.

Les puces de génotypages sont basées sur un principe d’hybridation allele spécifique
(Kennedy, et al., 2003). Pour chaque SNP biallélique, des sondes oligonucléotidiques de 25

pb, spécifiques de chacun des 2 alleles, sont fixées sur la puce.

Le protocole expérimental suit les mémes étapes pour les 3 catégories de puces. L’ADN
génomique est digéré est ensuite ligué a un adaptateur qui reconnait les bouts cohésifs de 4
paires de bases générés par I’enzyme spécifique. Tous les fragments générés par la digestion
enzymatique, peu importe leur taille, sont soumis a une ligation. Une amorce générique qui
reconnait les séquences adaptatrice est utilisée pour amplifier I’ADN précédemment digéré et
ligué. Les conditions PCR sont optimisées de maniere a amplifier des fragments dont la taille
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varie entre 200 et 1100 pb. Les produit d’amplification correspondant a chaque enzyme sont
mélangés et purifiés. Cet ADN est ensuite fragmenté et marqué a 1’aide d’un anticorps anti-

streptavidine biotinilé et hybridé sur la puce. (Figure 14 )

La détermination du génotype est réalisée a partir de I’intensité d’hybridation au niveau de
chaque oligonucléotide spécifique d’un allele. Chez un individu homozygote pour 1’allele A,
seules les sondes spécifiques de cet allele seront hybridées, et inversement chez un
homozygote pour 1’allele B, alors qu’une hybridation sera retrouvée sur les deux types de
sondes chez un individu hétérozygote AB (Figure 15a). Le génotype de chaque SNP est
déterminé par le logiciel fourni par Affymetrix (GeneChip DNA Analysis Software, GDAS,
ou plus récemment le GeneChip Genotyping Analysis Software, GTYPE). Les génotypes
peuvent étre organisés en fonction de la localisation chromosomique de chaque SNP, et les

haplotypes de plusieurs individus peuvent donc €tre comparés.

b- Spécificité de la puce 6.0 :

Cette puce comporte un panel de 1.852 million de marqueurs subdivisés comme suit :
946,000 sondes non polymorphiques « potentielles » et 906,000 SNP. Les 906,000 SNP ont
tous été testés sur 500 échantillons d’ADN dont 270 échantillons HapMap. Une partie des
SNP dérivent d’une sélection non biaisée de 494,000 SNP a partir des puces des générations
précédentes 5.0 et SO0K, dont 6,000 SNP non assignés. Au total 482,000 SNP ont été retenus
pour I’inclusion sur la puce 6.0. Les 424,000 SNP restant sont des : Tag SNP, des SNP du
chromosome X, Y et des SNP mitochondriaux ; 100K SNP ont été rajoutés a partir de la base
de données HapMap, ainsi que quelques SNP situés au niveau de points chauds de

recombinaison.

Chaque SNP est représenté par seulement 3 a 4 sondes avec appariement parfait
« perfect match ». La puce 6.0 offre une des meilleures couvertures en sondes CNV En effet
elle couvre jusqu’a 90.5% des 3400 variations de nombre de copies connues. Un SNP est
analysé en moyenne tous les 3,23 Kb, et une sonde CNV en moyenne tous les 3,16. Au total
I’information en SNP et CNV est analysé tous les 1,60 Kb en moyenne. L’utilisation de ce
type de puce a tres haute densité nous a permis d’identifier un effet fondateur chez 4 familles

Algériennes. Ces  données  seront rapportées dans le  chapitre  résultat.
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Figure 12 : Les différentes stratégies du clonage de géne

Il y a plusieurs voies pour découvrir un gene de maladie génétique, mais 1’étape commune est
I’identification d’un gene candidat plausible, qui pourra ensuite €tre testé pour des mutations
chez des personnes atteintes (ex d’une anomalie génétique chez I’Homme, Strachan et Read

1998).
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Figure 13 : Principe de la cartographie par homozygotie

Un patient atteint d’une maladie génétique rare et issu de parents consanguins a probablement
hérité sur ses deux chromosomes d’une mutation (étoile rouge) présente a 1’état hétérozygote
chez un ancétre commun de ses parents (arriere grand-pere sur ce schéma).

Les marqueurs polymorphiques localisés dans la région chromosomique autour du gene sont
représentés par des ronds de couleurs différentes en fonction des alleles. Du fait des différents
évenements de recombinaisons méiotiques (représentées par des croix), les alleles des
marqueurs proches du gene muté sont également hérités de I’arriere grand pere et sont donc a
I’état homozygote chez le patient. Ils définissent une région d’homozygotie par descendance
(en violet).
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Figure 14: Etapes expérimentales de I’étude pangénome par puces de génotypage

Affymetrix

250 ng d’ADN génomique sont digérés avec une enzyme de restriction; un adaptateur est
ligué aux fragments; une PCR avec une amorce complémentaire de 1’adaptateur amplifie
préférentiellement des fragments d’environ 250 a 1000 pb; I’ADN amplifié est fragmenté;
puis marqué et hybridé sur la puce. D’apres GeneChip® Mapping 10K 2.0 Assay Manual,

Affymetrix.
(L‘enzymes de restriction mentionnée sur cette figure est spécifique a la puce 10K)
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Tableau 5 : Caractéristiques des différentes puces de genotypage utilisées dans ce travail

ainsi qu’une comparaison avec le tour du génome utilisant des marqueurs

microsatellites.
Tour du 100K

Genotypage génome en 10K 6.0

microsatellites (2* S0K)
Densité en 400 116.204 SNP | 906.000 SNP

. . 10.204 SNP
marqueurs microsatellites (2x 50.000) 946.000 CNV
; 8ug
DNA genomic 250 ng 2x 250 ng 500 ng
necessaire ( 400 * 20 ng)
Xbal

Enzyme de Non Xbal Nstl et Styl
restriction Hind III
Taille des
fragments générés
par PCR apres Non 200 a 1100 pb 2002 1100 pb | 200 a 1100 pb
digestion
enzymatique
Distance médiane | 5y, 113 Kb 8.5 Kb ND
entre 2 marqueurs
Distance moyenne | ; ¢\, 258 Kb 23.6 Kb ND
entre 2 marqueurs
Taille moyennes

59 cM 0.36 ND ND
des Gap
% d’hétérozygotie | 0.76 0.38 0.3 0.267
Couverture du ND 40% 9% ND

génome
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(a)

(b)

Puce GeneChip Human Mapping 10K | Affymetrix)

10 000 SNPs (Single MNucleotide Polymorphims)
Hyvbridation alléle spécifique

* Espace moven entre 2 marquenrs 258 Eb
Marqueurs bialleliques: taux d’hétérozveotie 38%

Phda
Ana
Sense M,

Fhdg

Phd,,
At AN,

sense

Phdy

AR,

Kit ABI PRISM Linkage Mapping Set

* 400 marqueurs microsatellites

» Amplification par des amorces fluorescentes.

* Espace moyen entre 2 marqueunrs 5.6 Mb

* Marqueunrs multialléliques: taux d hétérozygotie 76 %

Primer 1 Primer

..... — — calcalcajcalcaloajcal—— i

Ci[CA [CA[CAl CA[CA [CA Allele 1

..... — — Icalcalcafcalcalcaloalcaloalcab————oas

e e

——calca[calcalcalcalcalcalcalcal—— Allele 2

Figure 15: Comparaison des deux technologies utilisées pour I’étude pangénome :

(a)SNP, (b) Marqueurs microsatellites
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c- Identification et analyse des régions homozygotes :

Les régions homozygotes sont identifiées et analysées grace au programme HomoSNP
développé par Frédéric Plevniak dans notre institut pour visualiser les régions homozygotes
qui s’étendent sur plus de 15 SNP homozygotes successifs sur puces 10K et plus de 20 SNP
homozygotes successifs sur puces S0K, et partagées entre les atteints d’une famille
consanguine. Ce logiciel correspond a une interface graphique permettant de visualiser les
régions pour lesquelles un nombre défini de SNP consécutifs sont homozygotes. Les régions
homozygotes sont représentées en rose, mauve et bleu fong¢é selon le nombre de SNPs
consécutifs homozygotes. Pour une puce 10K, ces couleurs correspondent respectivement a
un nombre de SNPs de [15,20[, [20,25[, [25....[, et pour une puce 50k a [20,25[, [25,30[,
[30,...[. Ce logiciel permet également de comparer ces régions d’homozygotie avec la
localisation des geénes déja connus pour une maladie donnée. Cette interface nous permet
d’assigner de facon visuelle les genes et loci d’ataxie autosomique récessive connus. La
colocalisation d’un geéne ou locus connu avec une région homozygote nous permet
directement d’orienter 1’analyse moléculaire a la recherche d’une mutation dans ce gene.
Cette approche nous a permis d’identifier le géne en cause dans 10 familles consanguines
parmi 96 analysées. Nous avons ainsi démontré 1’efficacité d’une telle approche dans un cadre
diagnostique. Je décrirai ces résultats dans le premier manuscrit cité dans ce travail.

A cause de leur haute densité la version actuelle du logiciel HomoSNP ne permet pas
I’analyse des puces 6.0. L’analyse des données générées par ce type de puce se fait de facon
manuelle a partir de fichiers Excel, chromosome par chromosome. Ces puces ont été dans le
cas de notre étude utilisées dans le but d’analyser un locus précédemment identifié sur le
chromosome 20 a I’aide des puces 10K et SOK et nous n’avons donc eu qu’a analyser ce

chromosome.

4- Confirmation de I’homozygotie et réduction de la taille de la région homozygote

retenue :

Comme mentionné ci-dessus, 1/16 du génome d’un enfant né de parents consanguins au

premier degré est homozygote. Une fois analysé par puce SNP, le génome de ces patients
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révele un grand nombre de régions homozygotes, dont toutes sauf une sont a exclure. Un
certains nombre de ces régions sera homozygote a cause du manque d’informativité des SNP.
Ces régions faussement homozygotes peuvent €tre exclues grice a une analyse par des
marqueurs plus polymorphes : les microsatellites. I.’analyse des microsatellites chez tous les
atteints, les parents et la fratrie saine d’une méme famille aide beaucoup a réduire la ou les

zones d’homozygotie retenues grace a I’informativité de ces marqueurs.

a- Les marqueurs microsatellites :

Les microsatellites sont des répétitions en tandem de motifs de 2 a 6 nucléotides, présents
sur I’ensemble du génome. Les répétitions les plus fréquentes sont les répétitions des
dinucléotides CA. Par un probable mécanisme de dérapage de la polymérase lors de la
réplication, ces séquences ont une tendance relativement fréquente 2 muter (10° a 10 par
génération) (Schlotterer, 2000a; Schlotterer, 2000b). Le nombre de répétitions differe donc
d’un individu a I’autre et d’un chromosome homologue a I’autre chez un méme individu,
définissant le caractere polymorphique de ce type de marqueur (Figure 15b).

L’informativit¢ d’un marqueur est directement corrélée a son taux d’hétérozygotie
dans la population. La transmission au sein d’une famille est mendélienne, et I’étude de la
ségrégation des alleles dans une famille est possible grace a une amplification de la séquence
répétée par PCR avec des amorces spécifiques 1’encadrant. Une carte génétique du génome
humain organisant 5264 microsatellites a été publiée en 1996 par Dib C et al.(Dib, et al.,
1996). Celle-ci a été établie grace a I’étude par le Généthon de huit grandes familles d’origine
Caucasienne (familles du CEPH, Centre d’Etude des Polymorphismes Humains). Les
marqueurs sont ordonnés les uns par rapport aux autres en fonction de leur taux de
recombinaison. L’intervalle moyen entre deux marqueurs est de 1.6 cM permettant de couvrir

I’ensemble du génome humain.

Le kit ABI Prism Linkage Mapping Set (Version 2) utilis€¢ par le CNG comprend 400
couples d’amorces fluorescentes, permettant l'amplification de microsatellites hautement
informatifs, sélectionnés dans la carte du Généthon (Dib, et al., 1996). Le taux moyen
d’hétérozygotie est de 76%, donc I’informativité de chaque marqueur est élevée, cependant
I’intervalle entre chaque marqueur est important (en moyenne 5.6Mb).
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Dans notre laboratoire, le génotypage de tous les microsatellites est réalisé en utilisant une
méme amorce dite "universelle" marquée avec un fluorophore. Dans cette technique, trois
amorces sont utilisées dans la méme réaction de PCR : ’amorce universelle (Com), une des
deux amorces spécifiques a laquelle a été ajoutée en 5° une queue complémentaire de
I’amorce universelle (Spe2+com), et la deuxieme amorce spécifique (Spel). Lors des
premiers cycles de la PCR, une amplification spécifique du microsatellite a lieu grace aux
amorces Spel et Spe2+com. Puis, du fait d’un ratio de 10 :1 entre I’amorce Com et
Spe2+com, cette derniere est épuisée et I’amplification se fait avec les amorces Spel et Com,
en prenant comme matrice les premicres amplifications. L’amorce universelle a pour
séquence : TAC GCA TCC CAG TTT GAG ACG (Warner, et al., 1996). Afin de tester
plusieurs microsatellites en méme temps, elle a ét€ marquée par 3 types de fluorophores

(FAM, bleu ; TET, vert ; NED, jaune).

Bien que les marqueurs microsatellites soient hautement informatifs et bien répartis dans
tout le génome, leur faible densité nous fait courir le risque de ne pas identifier une petite
région d’homozygotie pouvant contenir le géene muté. Cependant I’identification de plusieurs
nouveaux genes s’est faite grace a un tour du génome utilisant le kit ABI prism Linkage
mapping set qui comprend 400 marqueurs microsatellites hautement informatifs sélectionnés
dans la carte du généthon. Cette approche a permis d’identifier dans notre laboratoire 4 genes
d’ataxie récessive (AOA1, AOA2, AVED et GAN) et de localiser les genes de 5 autres
maladies génétiques (la maladie de Refsum, le syndrome de Marinesco-Sjogren, le syndrome
de Joubert de type 3, I’ataxie avec cécité et surdité (CABD) et I’ataxie avec épilepsie localisée
en 16p). L’acquisition en 2004 de la plateforme de genotypage par puce SNP dans notre

institut, a déclassé I’utilisation de ces marqueurs en seconde intention apres les SNP.

5- Identification des genes candidats

Quand l'intervalle de liaison avec les familles disponibles on ne peut plus réduire, cad
quand tous les événements de recombinaison ont été précisément cartographiés, il reste a
chercher une mutation dans cette région homozygote. A cette étape, selon que le locus est
grand ou petit on ne suivra pas exactement le méme ordre des stratégies. Si le locus est grand,
on ne peut pas se permettre de séquencer un par un, tous les genes. Il faudra essayer de
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commencer par les genes candidats dont la fonction se rapproche le plus avec des genes
connus impliquée dans la pathologie étudiée. Ce travail est long et fastidieux.

Si la fenétre est petite et ne contient que quelques genes, on peut séquencer systématiquement
tous les genes de I’intervalle. Ceci n’empéche pas de chercher en priorité une mutation dans
les geénes candidats par la fonction. Il faut cependant garder a I’esprit que le géne recherché
peut avoir une nouvelle fonction qui n’a pas encore été rapportée dans ce type de pathologie

ou que le géne muté soit de fonction inconnue au moment de sa découverte.

Nous avons dans ce travail de these opté pour une stratégie d’identification de genes
candidats qui utilise une combinaison d’informations positionnelles et non positionnelles. En
effet, les approches indépendantes de la position aboutissent rarement et les approches
uniquement dépendantes de la position sont souvent insuffisantes car les régions candidates
contiennent souvent un tres grand nombre de genes. De ces deux stratégies découle notre
approche « du gene candidat positionnel ». Cette approche a ,conformément aux prévisions de

Collins en 1995, fait ses preuves 15 ans apres (Collins, 1995) (Figure 16).

a- Les critéres de sélection de gene candidat

Dans le cadre des ataxies récessives, nous avons retenu pour définir les genes candidats les
caractéristiques fonctionnelles suivantes des protéines correspondantes,:
- Protéine impliquée dans la réparation de I’ADN et le métabolisme des polynucléotides
- Protéine mitochondriale
- Protéine fer-soufre
- Protéine impliquée dans le stress oxydant
- Protéine qui intéragit avec le cytosquelette
Cette liste n’est en aucun cas exhaustive. (Tableau 6)
Cette sélection est basée sur la connaissance des genes d’ataxie récessive précédemment

identifiés.
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Figure 16: Succes comparés des différentes approches pour cloner un gene impliqué

dans une maladie génétique chez ’Homme (D’aprés Collins et al. 1995).
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Tableau 6 : Classification des génes candidats selon la fonction de leur protéine

Mitochondrie Reéparation de 'ADN Autres mécanismes
Deétoxification des radicaux Metabolizme des

polynucléotides
Ataxie de Friedreich Ataxie-télangectasie Ataxie spastique du
(FEDA, Campuzano et al. 1996)  (AT) Charlevoix-Saguenay

(ARSACS)

Ataxie ide al X Ataxie-télangectasie-like Araxie cérébelleuse
avec anemie sidéroblastique (ATLD) recessive typel
(XLSA/A) (ARCAI)

Ataxie spino-cérebelleuse
a deébut infantile

(IOSCA)
mutations POLgamma

(SANDO and MIRAS)

Ataxie avec déficit en vit E

(AVED, Ouahchu et al. 1993)

Abétalipoprotéinemie

(ABL)

Ataxie cérébelleuse récessive type?

Ataxie avec apraxie
oculomotrice 1
(AOA]1, Moreira et al. 2001)

Ataxie avec apraxie
oculomotrice 2

(AOA2, Moreira et al. 2004)

Ataxie spinocérébelleuse
avec neuropathie axonale

(SCAN1)

(ARCA?2_ Lagier-Tourenne et al. 2008)
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V- Séquencage :

Le séquencage s’est révélé étre une étape incontournable au cours de ce travail. Il est
utilisé en premiere intention a la recherche de mutation dans les genes candidats d’un locus
donné prédéfini par clonage positionnel. Le s€quengage est aussi utilisé en seconde intention
apres analyse par la méthode HRM (high resolution melting) permettant de détecter des

profils de dénaturation variants, indiquant la présence de variations nucléotidiques.

A- Séquencage direct :

Au cours de ce travail, la recherche de mutation a été faite par PCR et séquencage direct
des exons et des séquences introniques flanquantes. Le produit PCR est purifié en utilisant le
Montage PCR96 Cleanup Plates (Millipore, Bedford, MA). La PCR séquence est faite a I’aide
du kit BigDye terminator kit (Applied Biosystems). Le produit de séquence est migré sur
I’analyseur génétique ABI PRISM 3100. La lecture de séquence est faite a 1’aide du logiciel
Seqscape 2.5 software (Applied Biosystems). La ségrégation parentale des polymorphismes et

mutations retrouvée est analysée chez tous les membres disponibles d’une méme famille.

B- Analyse de profils anormaux détectés par HRM :

Les produits PCR des exons et des séquences introniques flanquantes sont d’abord
analysés par la méthode HRM. Les profils anormaux détectés par HRM correspondent aux
profils qui s’écartent du groupe témoin inclu dans la plaque PCR en nombre majoritaire. Les
ADN correspondant a ces profils variants sont par la suite analysés par séquencage. Les
profils variants peuvent correspondre ainsi soit :

® 2 un ou plusieurs polymorphismes connus inclus dans la séquence amplifiée,
e 2 une ou plusieurs variations non répertoriées dans les bases de données de
polymorphismes

e i la mutation retrouvée chez le cas index.
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VI- La fusion haute résolution (ou HRM pour High Resolution Melting) :

Il est souvent difficile d’identifier des mutations et surtout de les interpréter. L’effet
pathogénique de certaines mutations est parfois difficile a mettre en évidence. Les
changements dans la séquence ne sont pas forcément pathogéniques et peuvent étre des
polymorphismes. Les délétions d’un gene entier, les mutations non sens, les décalages du
cadre de lecture sont des mutations pour lesquelles la fonction du gene est détruite. Les
mutations qui affectent les sites d’épissage des ARNm abolissent également la fonction du
gene. L’effet des mutations faux sens est souvent plus difficile a déterminer.

Dans les rares cas ou il existe un test fonctionnel pour la protéine incriminée, 1’effet de la
mutation peut étre directement testé par son effet sur I’activité de la protéine. Dans le cas
contraire, il existe des criteres qui permettent d’affirmer, plus ou moins, ou d’infirmer le role
pathogénique d’une substitution d’aminoacide : les mutations faux sens sont pathogéniques (1)
si elles sont localisées dans une partie fonctionnelle de la protéine ; (ii) si ’acide aminé
modifié est conservé entre les especes (orthologues) ou entre les membres de la famille de
protéines a laquelle elle appartient ; (iii) si le changement est non conservatif, c’est-a-dire ne
conserve pas les propriétés physicochimiques apportées par 1’acide aminé d’origine. Ces
criteres ne sont pas toujours vérifiables. On a souvent recours a un quatrieme critere qui est

celui de I’absence de la mutation dans une population controle.

Cette approche (HRM) se situe donc en troisieme position dans la stratégie de ce travail
apres le clonage positionnel et le séquencage du gene candidat, vient la confirmation de la
mutation (variation rare) grace a la HRM. Il s’agit d’une technique récemment mise sur le
marché par plusieurs constructeurs (Roche, Bioké, Applied Biosystem) qui permet d’étudier
les variations génétiques (mutations ponctuelles) le plus souvent connues. Nous avons utilisé

le matériel Light Scanner de Bioké.

Cette approche nous a permis dans le cadre de ce travail d’analyser une mutation faux
sens H470P identifiée dans le gene CDKSRAPLI chez un groupe témoins. Cette mutation
correspondait a un polymorphisme non connu dans les bases de données. J’ai testé cette
mutation sur des controles des populations Algériennes et Européennes. Cette technique nous
a ainsi permis de diriger les échantillons d’ADN a séquencer en évitant un séquencage
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systématique des populations controles. Elle nous a permis d’éviter les techniques de

dénaturation par chromatographie liquide, plus longues et plus coliteuses.

A- Principe :

Son principe repose sur la corrélation précise entre une température de dénaturation et
une séquence. Chaque variation nucléotidique induit une conformation différente du double
brin d’ADN qui la plupart du temps entraine une instabilité au niveau de la séquence

concernée et qui diminue sa température de fusion (Figure 17).

En effet, la HRM permet, apres une PCR, de discriminer, sur une montée en
température tres progressive, les différents variants amplifiés, et ce avec une molécule capable
de s’introduire entre les deux brins d’ADN et qui lorsqu’elle est intercalée émet une
fluorescence. L’utilisation de cette nouvelle chimie (le LC Green) sature complétement les
structures doubles brins et permet de distinguer des variations, méme d’une seule base, selon
le profil de dénaturation. La fusion du double brin engendre la libération du LC Green ce qui
nous permet en comparant les courbes de fluorescence en fonction de la température de
déterminer des divergences de Tm pour une méme séquence parmi I’ensemble des patients.
Pour cela I’appareil Light Scanner augmente lentement la température des produits PCR et
pour chacune d’elle, il enregistre 1’évolution de I’intensité de la fluorescence en continu. Les
courbes obtenues sont alors analysées et la superposition de celles-ci permet de détecter les
amplicons dont la température de dénaturation differe de la population de référence et qui sont
alors séquencés. Donc a une séquence d’ADN donnée correspond, pour une montée en
température standard, une signature lumineuse spécifique représentée par une courbe de
fusion. Si la séquence d’ADN analysée comporte des variants, des mutations, des délétions, la
signature change révélant ainsi 1’existence d’un autre profil, voire d’'une anomalie identifiée
ou non.

Pour un ADN hétérozygote, le produit final de la PCR sera composé de 4 types de
molécules : 2 hétéroduplexes et 2 homoduplexes, alors que pour un ADN homozygote normal
ou muté seulement deux types d’homoduplexes seront crées. Pour un ADN hémizygote avec
un seul allele on aura un seul type d’homoduplexe. Une fois dénaturé chaque type de duplexe

aura une courbe de dénaturation différente (Figure 18, 19).
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Une différence dans 1’aspect de la courbe de dénaturation peut résulter de la variation
de la taille de I’amplicon tout en sachant qu’une délétion et plus facilement détectable qu’une
insertion , elle peut aussi résulter d’une variation de séquence (mutation homozygote ou

hétérozygote).

B- Protocole :

Pour mieux apprécier les variations, le programme d’amplification qui précede
I’analyse sur le light scanner possede deux étapes supplémentaires a la fin des cycles de PCR.
La premiere dénature 1I’ensemble des brins du produit PCR, la deuxieme les réassemble de
facon aléatoire en diminuant progressivement la température de 95°C a 25°C. 1l s’agit d’une
méthode qui permet de distinguer plus nettement les variations hétérozygotes. En effet,
statistiquement 50% des simples brins possédant une séquence présentant une variation se
désapparient avec des séquences non complémentaires. Cette divergence modifie la
température et entraine la formation de courbes de dénaturation différentes. Ce processus n’a
pas d’impact sur les variations homozygotes, la distinction se fait alors seulement sur la
différence de Tm entre G-C et A-T. Malgré ceci, en estime a 95% le nombre de mutation

homozygote détectable au light scanner.

C- Applications :

Longtemps utilisée en recherche fondamentale, la HRM a connu en 2008 une réelle
montée en puissance pour commencer a trouver des applications pratiques en diagnostic
clinique. Elle est d’ores et déja appliquée pour la détection et la quantification de mutations
classiques telles que K-ras, JAK2, BRCA1 et 2 ou MLHI-MSH2. Elle est également en
pointe pour des caractérisations plus complexes telles que I’expression de genes de sensibilité
aux traitements anti-cancéreux (pour les glioblastomes notamment) ou soumis a empreinte

parentale. Les trois principales applications sont :

1- Criblage a haut débit des mutations :
Nous avons dans ce travail utilisé le « Light scanner » commercialisé par Bioké, qui
nous a permis de réaliser un criblage a haut débit des mutations. Cette méthode basée sur
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I’analyse des courbes de dénaturation thermique (Dobrowolski, et al., 2009) permet
d’analyser 96 échantillons en tres peu de temps. Au sein de notre équipe nous avons choisi de
n’utiliser pour I’instant cette technique que pour rechercher la présence d’un changement
nucléotidique précis dans un grand nombre d’ADN contrdles. Cette technique nous a permis
de tester rapidement de nombreux ADN afin d’évaluer si un changement non répertorié sur
les banques de données de polymorphismes est un polymorphisme rare. La détection de
nouvelles mutations est aussi possible avec cette technologie et il conviendra d’évaluer son
intérét dans la démarche de clonage positionnel. Cependant, lors du criblage des genes de
I’intervalle critique chaque exon n’est testé qu’un petit nombre de fois. Or, 'utilisation du
Light scanner nécessite la mise au point de PCR tres spécifiques qu’il n’est pas évident

d’obtenir pour chaque exon. De plus la sensibilité de cette technique reste a évaluer.

2- Analyse de marqueurs microsatellites et de SNP :

Cette technique offre aussi la possibilité d’analyse des marqueurs microsatellite. En effet
La technologie HRM est particulicrement intéressante pour la détection du polymorphisme 1ié
aux marqueurs microsatellites. Le polymorphisme des microsatellites est basé sur des
différences de longueur qui génerent des courbes de fusion tres facilement distinguables d’un
génotype a I’autre. Ainsi, le résultat est obtenu juste apres la PCR, alors que les méthodes
actuelles nécessitent I’emploi d’un marqueur fluorescent durant la PCR, suivi d’une
électrophorese du produit PCR. Cette utilisation offrirait un gain de temps considérable dans
la cartographie génétique, ou le nombre de marqueurs a gérer est important. La technologie
HRM peut aussi étre appliquée a la détection en masse de SNP sans pour autant faire
systématiquement appel au séquencage. En outre, il devient plus facile de faire une évaluation

exhaustive du polymorphisme a un locus donné.

3-  Analyse du degré de méthylation des genes soumis a I’empreinte :

La détection du degré de méthylation repose sur un principe bien connu, celui du
comportement du changement de la cytosine en uracile en présence de bisulfite de sodium,
tout en sachant que les cytosines non méthylées ne sont pas affectées par ce changement. On
peut ainsi apres une PCR a partir d’'un ADN traité au bisulfite de sodium différencier entre un

amplicon ou les cytosines sont méthylées et celui ou elles ne le sont pas.
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4- Analyse simultanée de 2 mutations :

Cette analyse se fait en présence d’un fluorochrome saturant le LC-Green et d’une sonde
oligonucléotidique non marquée. Elle permet I’analyse simultanée d’un polymorphisme

connu compris dans I’amplicon et d’une mutation pathogene.

D- Parametres expérimentaux importants:

Pour un ADN hétérozygote, le produit final de la PCR sera composé de 4 types de
molécules : 2 hétéroduplexes et 2 homoduplexes, alors que pour un ADN homozygote normal
ou muté seulement deux types d’homoduplexes seront créés. Pour un ADN hémizygote avec
un seul allele on aura un seul type d’homoduplexe. Une fois dénaturé chaque type de duplexe
aura une courbe de dénaturation différente.

Une différence dans 1’aspect de la courbe de dénaturation peut résulter de la variation
de la taille de I’amplicon tout en sachant qu’une délétion et plus facilement détectable qu’une
insertion, elle peut aussi résulter d’une variation de séquence (mutation homozygote ou
hétérozygote). Des variations dans la courbe de fusion du méme ADN peuvent aussi résulter

de la différence en concentration de sels du tampon et du volume de la réaction PCR.

1-  Qualité de ’ADN et de I’amplicon:

La qualité de I’ADN de départ ainsi que celle du produit de PCR sont les principaux

facteurs influencant la qualité des résultats générés par HRM.

Concentration en sels et en tampon : des ADN de mauvaise qualité ainsi que des ADN
avec une forte concentration en sel ou des concentrations variables en tampon seront
considérées comme faux positifs. Ce probleme est fréquemment rencontré lors de 1’utilisation
d’ADN extraits par différentes techniques (différentes concentrations en sels et en tampon) ce

qui aboutit a des profils de dénaturation variables augmentant le taux de faux positifs.
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La richesse en GC de I’amplicon n’est pas un facteur influengant 1’interprétation, une
méme mutation pourra étre détectée dans des amplicons ayant une richesse en GC allant de

20% a 79%.
2-Température :

Au moment de I’analyse des courbes de dénaturation 1’opérateur doit normaliser les
courbes ce qui revient a normaliser I’intensité en fluorescence de départ. Pour cela, toutes les
courbes doivent étre superposées de part et d’autre de la pente de dénaturation. Ainsi le seul
parametre pris en compte pour discriminer les mutations sera 1’aspect de la courbe ce qui va

conduire a des faux négatifs qui sont les délétions et les mutations homozygotes.

3-Produits contaminants :

La présence de dimeres d’amorces ou de produits contaminants va aussi altérer le
profil de dénaturation en générant des faux positifs. Ce probleme peut étre résolu par un bon

design des amorces et un respect des regles de bonne pratique du laboratoire.

4-Domaines de dénaturation :

Un autre probleme rencontré est celui de la présence de plus d’un domaine de

dénaturation.

Un domaine de dénaturation est I’endroit ou commence I’ouverture de la molécule d’ADN
double brin pour donner deux molécules d’ADN simple brin. Une courbe de dénaturation
sigmoide reflete la présence dans I’amplicon d’un seul domaine de dénaturation (effet
facilitateur du domaine de fusion). La présence de plus d’un domaine de dénaturation se
traduit par un aspect en « double bosse » de la courbe de dénaturation, ce qui peut rendre
I’interprétation et 1’analyse des profils HRM complexe. Cet aspect en «double bosse »
s’explique par la libération du LC green de deux domaines de dénaturation a deux

températures différentes.

L’amplicon peut étre lui-méme formé de deux domaines de dénaturation, auquel cas

tous les ADN testés devraient montrer le méme profil. Dans le cas ou seulement certains
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ADN sont concernés par ce type de profil, ceci peut traduire la présence d’un ou plusieurs
polymorphismes sur ’amplicon qui sont responsables a 1’état hétérozygote (a cause du
mésappariement) de la présence du ou des nouveau(x) domaines de dénaturation. On peut
pallier a ce probleme en utilisant un amplicon de petite taille (150 a 350 pb). En effet une
méme mutation est plus facilement détectable dans un amplicon de 200 pb que dans un

amplicon de 400 pb.

Plusieurs logiciels qui détectent les domaines de dénaturation sont disponibles, ils sont surtout

utilisés pour des amplicons de grande taille.

5- la mutation :

Le type de mutation, sa position et I’environnement nucléotidiques sont des facteurs

influengant sa détection.

Type de mutation :
*une transition (A,G) en (T,C) est plus facilement détectable qu’une transversion (A,T)
en (G,C) et ceci a cause de la présence dans le premier cas de figure de 50%
d’hétéroduplexes et la présence de 100% d’homoduplexes dans le deuxieme cas.
*les délétions et les mutations homozygotes affecteront beaucoup plus la température de
dénaturation que le profil de dénaturation. Une fois que les alignements en température
sont faits par I’opérateur et les courbes superposées, ces différences vont s’estomper

créant ainsi des faux négatifs.

L’environnement nucléotidique : La richesse en GC de 1’amplicon n’est pas un facteur
influencant I’interprétation, une méme mutation pourra étre détectée dans des amplicon ayant
une richesse en GC allant de 20% a 79%. .

La position de la mutation : Une méme mutation présente a la fin au milieu ou au début d’une

séquence sera détectée avec la méme sensibilité.
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VII- Le projet HapMap :

HapMap est un catalogue public des variations génétiques les plus fréquentes chez
I’homme. Il s’agit d’un projet international qui a débuté en Octobre 2002 et qui a pour but de
développer une carte d'haplotype qui décrit les patrons communs de variations génétiques du
génome humain. Toutes les informations générées par HapMap sont gratuites. Il s’agit d’une
description de la nature des variantes, leur emplacement dans la séquence d’ADN et leur
distribution au sein d’une population et entre les populations dans différentes parties du

monde.

La construction de HapMap s’est faite en trois étapes. (a) Les polymorphismes
nucléotidiques simples (SNP) sont identifiés dans les échantillons d’ADN provenant de
nombreux individus. (b) Les SNP adjacents qui sont hérités simultanément sont regroupés en
« haplotypes » dont la fréquence dans la population excede un pour cent. (c) Des SNP
marqueurs, au sein d’un haplotype, sont choisis pour constituer un identificateur unique de cet
haplotype. En génotypant les trois SNP marqueurs illustrés dans la figure 20, les chercheurs
peuvent déterminer lequel des quatre haplotypes illustrés est porté par chaque individu

(Figure 20).
- Les buts du projet HapMap :
A- Créer une base de données publique

Le principal but de Hapmap est de créer une base de données publique détaillée des
variations et haplotypes pour chacune des 3 populations humaines : asiatique, européenne et
africaine. Les échantillons d’ADN a I’étude dans le cadre du projet HapMap ont pour cela été
recueillis aupres de 270 personnes. Les Yoruba d’Ibadan (Nigéria) ont fourni 30 ensembles
d’échantillons de deux parents et d’un enfant d’age adulte (chaque ensemble étant dénommé
trio). Au Japon, 45 individus sans lien de parenté de la région de Tokyo ont été
échantillonnés. En Chine, 45 individus sans lien de parenté de la région de Beijing ont été
échantillonnés. Aux Etats-Unis, 30 trios ont fourni des échantillons, recueillis en 1980 aupres

de résidents des Etats-Unis originaires de 1’'Europe du Nord et de 1’Ouest par le Centre
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d’Etude du Polymorphisme Humain (CEPH). Les haplotypes sont généralement partagés

entre les populations, mais leurs fréquences peuvent étre tres différentes.

Méme si les haplotypes révélés de ces populations devraient étre utiles pour étudier les
haplotypes de plusieurs autres populations, le consortium HapMap examine actuellement la

possibilité d'inclure d'autres populations dans le projet.
B- Génotypage des SNP commun :

Un second but de HapMap est de génotyper les polymorphismes fréquents. En effet
un SNP commun (avec une fréquence supérieure ou égale a 5% dans la population générale)
est génotypé toutes les 5000 paires de base. Afin de faciliter le suivi des opérations et de
conduire le projet a terme, le génome a été divisé en fenétres de 5 Mb ; des SNP y ont été
génotypés jusqu’a ce qu’un SNP passe tous les criteres de qualité et comporte la fréquence
requise (ou jusqu’a ce que 3 SNP ou plus y aient été génotypés sans succés). Pendant la phase
IT du projet, 3 millions de SNP supplémentaires ont été génotypés aléatoirement dans le

génome humain afin d’augmenter la densité.

C- Détermination des « tag SNP »:

HapMap a permis la détermination d’un ensemble de SNP marqueurs (tagSNP) : Il
s’agit de la retombée la plus attendue du projet qui a permis de diminuer grandement le
nombre de tests a effectuer afin de couvrir une région chromosomique ou le génome entier

lors d’une étude d’association.

D- Permettre le développement de technologies de génotypage, d’outils d’analyse,

de conceptions d’études cliniques et de guide éthique

Le projet international HapMap n’utilise pas I’information recueillie pour établir des
corrélations entre des variantes précises et des maladies. Le projet vise plutot a fournir aux
chercheurs I’information qui leur permettra d’établir des liens entre les variations génétiques
et les risques de contracter certaines maladies. Ces recherches pourraient aboutir a de
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nouvelles méthodes de prévention, de diagnostic et de traitement des maladies. Dans une

partie de ce travail nous nous sommes bases sur les données du projet HapMap.

L’objectif du projet n’est pas de découvrir les liens entre les génes et la maladie. Mais
en caractérisant les haplotypes, HapMap constitue un outil précieux pour les études
d’association. Dans ces études, les chercheurs comparent les haplotypes d’individus atteints
de la maladie et les haplotypes d’individus sains similaires (les controles). Si un haplotype est
plus fréquent chez les individus atteints que chez les contrdles, on pourra supposer qu’un gene

associé a la maladie est situé au sein de I’haplotype en question ou dans son voisinage.

Nous nous sommes intéressés dans ce travail a la comparaison des haplotypes de
patients Algériens a ceux d’une population controle de HapMap. Naturellement s’est posée la
question de la capacité des 4 populations choisies par HapMap a décrire notre population a

I’étude.

Plusieurs études ont montré que 1’on peut utiliser des SNP marqueurs HapMap dans
d’autres populations Caucasiennes ou Asiatiques (Montpetit, et al., 2006; Mueller, et al.,
2005). Par exemple un SNP marqueur dérivé de la population américaine-européenne (CEU)
pouvait décrire en moyenne plus de 90% des alleles ayant une fréquence supérieure a 5% dans
un échantillon d’Estonie. Il a été par contre démontré que la taille des échantillons Hap Map
n’est pas suffisante pour répertorier efficacement les alleles dont la fréquence est inférieure a
5% et ce peu importe la population (Montpetit, et al., 2006; Zeggini, et al., 2005). Jim
Stankovich et al., en 2006 s’est interessé a comparer 633 SNP choisis dans la population
australienne aux tag SNP de la population CEU de HapMap. L’auteur a confirmé la similitude
de ces 2 populations validant ainsi 1’utilisation des Tag SNP de la population CEU de
HapMap a la population Australienne. Etant donné la grande diversité de la population
africaine, en 1’occurrence Algérienne, plusieurs études seront nécessaires afin d’évaluer la
validité des SNP marqueurs (Stankovich, et al., 2006). Sachant que la population Algérienne
ne figure pas parmi les populations étudiées par HapMap, nous avons choisi de comparer nos
patients aux contrOles caucasiens. Tout en gardant a I’esprit que les patients Algériens sont
d’origine africaine, mais completement différente de la population africaine choisie par

HapMap représentée par les Yoruba d’Ibadan au Nigeria.
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Haploview est un programme informatique congu par 1’équipe du Pr Mark Daly au
MIT/Harvard Broad Institute, pour visualiser le déséquilibre de liaison des haplotypes générés
par HapMap. Il propose par ailleurs plusieurs fonctionnalités pour des études d’association

tels que les SNP marqueurs ou tagSNP et I’estimation de la fréquence des Haplotypes
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Résultats

L’ordre dans lequel seront présentés les résultats de ce travail est celui du déroulement des
4 années de theése que j’ai passé au sein de 1’équipe du Pr Michel Koenig. A mon arrivée au
laboratoire en 2005 la technique de genotypage par puces SNP venait d’€tre instaurée.
L’application en routine de cette technique était encore freinée par le manque de disponibilité
de la personne qui I’avait en charge. Grace a la motivation de tous les membres de 1’équipe
nous avons finis par acquérir les compétences nécessaires pour mener a bien et avec toutes les
précautions nécessaires les 3 jours de manipulation. Notre tiche s’arrétait a 1’étape du
marquage de I’ADN amplifié et fragmenté par un anticorps anti-streptavidine biotinilé. Les
étapes de lavage sur la station fluidique, hybridation de la puce et révélation étaient assurées
par le Dr Christelle Thibaut chargée de la plateforme Affymetrix dans notre institut. A partir
de ce moment, nous avons pu analyser un grand nombre de familles consanguines référées a
notre laboratoire pour ataxie récessive. Notre stratégie était la suivante : les premieres familles
analysées sont les familles consanguines avec le plus grand nombre d’atteints, ensuite on s’est
intéressé aux cas isolés. Vu le colit encore élevé d’une puce 10K nous analysions uniquement
les individus atteints de chaque famille. Les plus grandes familles étaient en général analysées
par la suite avec des marqueurs microsatellites pour confirmer ou infirmer la liaison génétique
par I’étude des parents et des enfants sains. Nous avons pu au bout de 3 ans analyser par puces

10K et 50K plus de 100 familles. Les patients isolés ont été analysés dans un second temps.

L’analyse de ce grand nombre de familles consanguines nous a permis de valider notre
stratégie de cartographie par homozygotie. Parmi 97 familles consanguines au premier degré,
nous avons identifié grace au programme HomoSNP, 10 mutations dans des genes connus
d’ataxie récessive (Manuscrit 1, soumis a publication). Dans un second temps nous nous
sommes intéressés aux 87 familles ou aucun diagnostic n’a encore été porté. Parmi ces 87
familles, 5 familles, toutes d’origine Algérienne, se sont révélées homozygotes au niveau d’un
locus déja connu sur le chromosome 20. Ces 5 familles Algériennes, avec une sixieéme

originaire des Emirats Arabes Unis adressée récemment a notre laboratoire, nous ont permis

d’identifier un nouveau gene d’ataxie récessive sur le bras court du chromosome 20.
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I- Validation de la stratégie de cartographie par homozygotie utilisant les puces
SNP

Manuscrit 1:

Molecular diagnosis of known recessive ataxias by homozygosity mapping with SNP arrays.

D. H'mida-Ben Brahim, A. M’zahem, M. Assoum, Y. Bouhlal, F. Fattori, M. Anheim, L. Ali-
Pacha, F. Ferrat, M. Chaouch, C. Lagier-Tourenne, N. Drouot, C. Thibaut, T. Benhassine, Y.
Sifi, D. Stoppa-Lyonnet, K. N’Guyen, J. Poujet, A. Hamri, F. Hentati, R. Amouri, F. M.
Santorelli, M. Tazir and M. Koenig. Article soumis au journal European Journal of Human

Genetics

A- Identification de 10 mutations chez 11 familles homozygotes dans des régions

comprenant 1 gene d’ataxie récessive :

Au cours de cette partie de mon travail de thése nous avons démontré 1’utilité et les limites
de la cartographie par homozygotie utilisant des puces SNP chez les familles consanguines,
pour le diagnostic de I’ataxie du Charlevoix-Saguenay (ARSACS, sacsin NM_014363), de
I’ataxie avec apraxie oculomotrice de types 1 et 2 (AOA1 et AOA2, aprataxin(NM_017692)
et senataxin NM_015046) , et de I’ataxie-telangiectasie (A-T, ATM (NM_000051)).

Notre choix s’est porté sur ces 4 genes parmi les 14 genes d’ataxies récessives connues a
cause de la grande capacité codante de 3 d’entre eux (ATM, AOA2 et ARSACS) et de la
possibilité de confirmer par séquencage direct une fois le diagnostic suspecté par cartographie

par homozygotie.

Pour toutes les familles adressées dans notre laboratoire pour ataxie récessive; nous
avons tout d’abord procédé a I’exclusion diagnostique des deux ataxies les plus
fréquentes dans la population étudiée (plus de la moiti€ des familles proviennent d’ Afrique du
nord): I’ataxie de Friedreich et I’ataxie avec déficit en vitamine E. Le diagnostic d’ataxie de
Friedreich a été éliminé par technique de TP-PCR a la recherche de 1’expansion GAA
homozygote au niveau du premier intron du gene. Dans un second temps et compte tenu de

I’origine géographique de nos patients, nous avons exclu le diagnostic d’ataxie avec déficit en
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vitamine E par séquencage a la recherche de la mutation fondatrice 744delA au niveau de
I’exon 5 de ce gene. Nous avons par ailleurs effectué une recherche directe de mutation chez
les familles dont la présentation clinique et ou biologique était d’emblée évocatrice de AOAI,
AOA?2 et ATM. Les familles pour lesquelles une mutation a été identifiée directement n’ont

évidement pas été analysées par puce de génotypage.

Notre population a 1’étude était ainsi formée de 97 familles non FRDA et non AVED
d’origines géographiques diverses, rapportées dans le Tableau 7, dont 92 consanguines

(consanguinité documentée) et 5 avec une consanguinité éloignée.

Nous avons procédé a une analyse « pangénome » des ces 97 familles grace aux puces
GeneChip Mapping 10k Xba 142 2.0 ou 50K Xba 240. Les différentes étapes de 1’analyse se
sont déroulées selon le protocole préconisé par Affymetrix (voir manuscrit 1).

Devant la grande quantité d’information générée par les puces de génotypage, nous
avons eu recours au programme HomoSNP. HomoSNP nous a permis de visualiser les
régions de plus de 15 SNP homozygotes successifs sur une puce 10K, et de plus de 20 SNP
homozygotes successifs sur une puce 50K. Cette interface graphique attribue une couleur
différente pour chaque intervalle selon le nombre de SNP successifs homozygotes. Le code
couleur utilisé est rapporté dans le tableau 8. L’analyse de tous les membres atteints d’une
famille nous a permis de comparer les régions d’homozygotie pour ne retenir que les régions
homozygotes partagées entre les atteints (pour lesquelles ; s’ils sont génotypés ; les sains sont
hétérozygotes) et qui chevauchent avec ’'un des 4 geénes suivants : sacsine, aprataxine,
senataxine et ATM.

Nous avons constaté que le seuil de détection des régions homozygotes par HomoSNP
génere un tres grand nombre de petite régions homozygotes, nous avons donc décidé de fixer
un nouveau seuil pour ne retenir que les régions homozygotes partagées supérieures a 20 SNP
consécutifs sur les puces 10K et 35 SNP consécutifs pour les puces S0K. Les petites régions
inférieures a 20 et 35 SNP ont été considérées homozygotes par manque d’informativité des
SNP et probablement pas par descendance. Ces nouveaux seuils ont été définis par 1’étude de

la distribution de la taille des régions d’homozygotie (Figure 3 manuscrit 1)

Nous avons ainsi pu identifier 11 familles dont la région homozygote partagée par les
atteints chevauchait I’un des 4 genes d’intérét. 6 familles sont homozygotes dans une région
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qui comprend le géne de la sacsine, 2 familles pour le gene ATM, 2 familles pour le géne
AOAL1 et une seule famille pour le géne AOA2. La taille, la localisation ainsi que le nombre
de SNP des régions homozygotes identifiées sont rapportés dans le Tableau 1, Manuscrit 1.
Les caractéristiques cliniques des atteints de chaque famille sont rapportées dans le Tableau 2,

Manuscrit].

109



Tableau 7 : Origine géographique des familles analysées par puce 10 et 50K

97 Familles consanguines non FRDA et non AVED

Origine
Algérie  France Arabie Saoudite USA  Tunisie Autres
géographique
# de familles 63 16 6 3 2 7

Tableau 8 : Le code couleur attribué aux régions homozygotes sur les puces 1a et S0K

selon le nombre de SNP homozygotes successifs.

Nombre de SNP

homozygotes successifs
Code couleur ve

10K 50K
Bleu foncé >25 >30
Bleu clair >20 >25
Violet >15 >20
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1- Famille 10 :

Une mutation du géne compris dans la zone homozygote a été identifiée chez 10 familles
parmi 11. La seule famille chez laquelle aucune mutation n’a été retrouvée est la famille 10.
La seule région homozygote partagée par les 4 atteints de cette famille 10 se situe sur le bras
long du chromosome 11 et comprend le gene ATM. Le séquencage des 62 exons du gene
ATM ainsi que I’analyse du nombre de copie de chaque exon (a la recherche d’une éventuelle
duplication), gracieusement faits par I’équipe du Pr Dominique Stoppa-Lyonnet n’a pas révélé
de mutation dans ce gene. Comme illustré par la figure 1 Manuscrit 1, le géene MREI11
(NM_005591) muté dans le syndrome d’ Ataxie Télangectasies Like (ATLD; MIM 604391) se
trouve exclu de la région homozygote partagée a cause d’une recombinaison méiotique
survenue chez le patient P27. Ce geéne a été préalablement exclu par 1’analyse de marqueurs
microsatellites dans la région, mais devant I’absence de mutation dans le géne ATM, nous
avons tout de méme décidé de séquencer le gene MREI11 et comme prédit par les données de

liaison génétique, aucune mutation n’a été retrouvée dans ce gene.

2- Famille1:

Une deuxieme famille sur laquelle nous nous sommes attardés est la famille 1. La famille
1 nous a été adressée par nos collegues Tunisiiens en 2006. Il s’agit d’une famille
consanguine au second degré composée de 4 atteints un oncle et une tante paternels et leurs 2
neveux (arbre généalogique, Figure 2, Manuscrit 1). Un tour du génome utilisant 400
marqueurs microsatellites effectué par 1’équipe du Pr Hentati n’a pas retrouvé de zone
homozygote commune aux 4 atteints. Cette famille a en effet fait 1’objet en 2005 d’un article
dans le journal Acta Myologica sous le titre de « Distinct phenotypes within autosomal
recessive ataxias not linked to already known loci » (Bouhlal, et al., 2005). Devant 1’absence
d’orientation diagnostique clinique, nous avons procédé a un génotypage par puces 10K des 4

atteints.

Le geéne de la sacsine a été retrouvé compris dans une région homozygote commune a
I'oncle P2 et a la tante P1 au dessus du seuil de 20 SNP successifs homozygotes
(respectivement, 241 et 58 SNP consécutifs). Chez le neveu P3 une région chevauchant avec
celle de P1 et P2 comportait 24 SNP consécutifs, alors qu’elle n’était que de 10 SNP chez le

111



neveu P4 et donc en dessous du seuil de détection par le programme HomoSNP (Figure 2,
manuscrit 1). Six autres régions homozygotes sont partagées par P1 et P2, une de ces régions
comprenant un gene d’ataxie connu : le gene MREI1. P3 et P4 partagent 4 autres régions
homozygotes différentes des régions partagées par P1 et P2. Devant I’absence de région
homozygote commune aux 4 atteints autre que celle sur le chromosome 13, et 1’absence
d’autres geénes dans les régions communes a P3 et P4 nous avons émis 2 hypotheses. La
premiere hypothese était que les 4 patients étaient atteints d’ataxie spastique du Charlevoix-
Saguenay avec soit la méme mutation, soit des mutations hétérozygotes composites chez les
neveux. Cette hypothese était d’autant plus probable que les 4 patients avaient la méme
symptomatologie clinique avec un début a 1’age de 1 an, une ataxie spastique, des reflexes
vifs, un syndrome pyramidal, et une neuropathie axonale sensitive.

La seconde hypothese était que malgré cette uniformité clinique, P1 et P2 étaient
effectivement liés au chromosome 13 et P3 et P4 étaient mutés dans un géne non connu et
avaient donc une pathologie différente. Nous avons commencé par faire analyser le gene de la
sacsine chez P1 et P2. Le séquencage a été gracieusement fait au sein du laboratoire du Pr
Fillippo Santorelli a Rome. Une délétion de 4 pb avec décalage du cadre de lecture a
effectivement été retrouvée. Nous avons alors fait procéder au séquencage chez P3 et P4 et la
méme mutation a été retrouvée. La présence de cette méme mutation chez le neveu P4 dans
une région de 3 Kb couverte par seulement 10 SNP successifs, indique qu’il y a eu une
recombinaison chez P4 et que cette petite région homozygote n’est probablement pas due a la
consanguinité au second degré des parents mais a une consanguinité trés ancienne ou

« inbreeding » qui relie la mere des neveux avec les parents de son mari (Figure 21).

3- Familles diagnostiquées ARSACS :
Les 6 premicres familles (familles 1 a 6) sont mutées pour le géne de la sacsine. Ces
familles bien que de la méme origine géographique, 5 Algériennes et 1 Tunisienne, portent 6
mutations différentes. L’une de ces mutations correspond a une mutation fondatrice en

Algérie (Fillipo Santorelli, communication personnelle). Ces mutations sont dans 5 cas sur 6
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Figure 21: Arbre généalogique de la famille 1
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tronquantes. La présentation clinique des patients atteints des 5 familles Algériennes était
atypique avec essentiellement un début tardif (> 5 ans) alors que 1’age de début classique pour
I’ARSACS correspond au début de la marche. Chez la famille 1, la présentation clinique était
plutdt typique, mais 1’absence d’homozygotie évidente chez les 4 atteints avait perturbé
I’interprétation par nos collegues Tunisiens, sur la base de I’analyse avec les marqueurs

microsatellites.

4- Familles 7 et 8 : AOA1

Les deux familles 7 et 8 originaires respectivement d’Algérie et du Liban sont toutes
deux mutées pour le gene de I’aprataxine. Les 2 atteints de la famille 7 ont présenté un tableau
clinique typique d’AOA1. La mutation retrouvée chez cette famille Algérienne correspond a
la mutation fondatrice caucasienne W279X. L’analyse par puce de la famille 8 a été motivée
par une présentation clinique atypique avec un age de début tardif (16 et 32 ans) et une

évolution tres lentement progressive.

5- Famille 9: AT

Le seul patient atteint de la famille 9 a été analysé par puce 10K a cause de la
consanguinité au premier degré de ses parents, 10 régions homozygotes ont été retrouvées.
Une seule de ces régions comprenait un gene d’ataxie connu : le géne ATM, pour lequel

I’équipe du Pr S Lyonnet a trouvé une mutation homozygote.

6- Famille 11 : AOA2

Le diagnostic du patient de la famille 11 avait erré, dii a la description dans la méme
famille d’un petit frere atteint d’une ataxie atypique avec des taux normaux d’alpha-
foetoprotéine sérique. Malgré la haute densité de la puce (50K), nous n’avons trouvé que 4
régions homozygotes chez le frére ainé, dont une seule contenait un gene connu d’ataxie : le
gene SETX. Ces constatations sont probablement liées a la consanguinité ancienne rapportée
dans cette famille. L’homozygotie de la région du gene SETX a permis de revoir le diagnostic

du jeune frere et de faire le diagnostic moléculaire chez 1’ainé.
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B- Les genes exclus de ’analyse :

Apres avoir éliminé le diagnostic de FRDA, AVED, AOA1, AOA2, AT et ARSACS,
nous étions devant 87 familles encore sans diagnostic. Parmi ces 87 familles, plusieurs sont
homozygotes pour d’autres genes d’ataxie plus rares tels que SYNEI , MREI11, TDP, Twinkle
et POLG.

Le tableau 9 résume le nombre de familles par géne

Gene d’ataxie récessive rare | SYNE! TDP Twinkle POLG | MREI!]
Nombre de familles 6 3 4 5 4

Nous avons fait séquencer le gene PolG, au laboratoire du Pr Véronique Paquis, chez
un atteint de chacune des 5 familles homozygotes pour ce locus et aucune mutation n’a été
retrouvée. L’investigation clinique et génétique du reste des familles et la confirmation ou

infirmation de ces diagnostics est en cours.

C- Seuil de détection des régions homozygotes :

Comme mentionné ci-dessus, nous avons fixé la limite de détection des régions
homozygotes a 20 SNP successifs pour les puces 10K et 35 pour les S0K. Notre seuil a été
fixé au-dessus du seuil du programme HomoSNP dans le but d’exclure de notre analyse un
tres grand nombre de petites régions d’homozygotie. En effet, ces petites régions de taille < a
20 et 35 SNP en 10 et S0K sont probablement plutét homozygote par hasard ou par manque

d’informativité des marqueurs SNP que par descendance (li€e a la consanguinité des parents).

Pour évaluer I’efficacité de ce nouveau seuil de détection des régions homozygote dans la
détection des geénes mutés, nous avons analysé le contenu en SNP de toutes les régions
homozygotes identifiées chez les 28 atteints appartenant aux 11 familles. Nous avons menée

cette analyse séparément pour les 10 et 50K.
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Le nombre de régions homozygotes pour chaque type de puce en fonction du contenu en
SNP sont présentés sous forme d’histogramme dans les figures 3(A) et 3(B) (manuscrit 1). La
médiane du contenu en SNP est de 45 SNP pour les puces 10K et 68 pour les 50K. La
distribution du contenu en SNP indique cependant que la majorité des régions homozygotes
est contenue dans I'intervalle [20 , 30 ] SNP pour les 10K et [35-50] pour les 50K. Ces
constatations suggerent que la majorité des régions homozygotes de petite taille sont dues a
une homozygotie par manque d’informativité des SNP ou a une consanguinité éloignée. Les
régions homozygotes qui comprennent les mutations retrouvées chez les 10 familles, ont une

taille supérieure a la médiane sauf pour la famille 6 et le patient P4 de la famille 1.

Le seuil d’analyse de ’homozygotie s’est révélé approprié dans les cas de consanguinité
au premier degré. Pour des consanguinités plus anciennes tel que le cas du neveu P4 de la
famille 1, les régions homozygotes sont plus petites et le seuil est inapproprié. La famille 6
consanguine au premier degré, a été analysée par puce 10K. L unique région d’homozygotie
partagée par les 3 atteints de cette famille est de 27 SNP. Cette région se situe au dessus du
seuil mais en dessous de la médiane. 1l s’agit d’une trés grande région de 23 Mb couverte par

seulement 27 SNP.

116



Manuscrit 1

Molecular diagnosis of known recessive ataxias by homozygosity

mapping with SNP arrays.

D. H'mida-Ben Brahim, A. M’zahem, M. Assoum, Y. Bouhlal, F. Fattori, M. Anheim, L. Ali-
Pacha, F. Ferrat, M. Chaouch, C. Lagier-Tourenne, N. Drouot, C. Thibaut, T. Benhassine, Y.
Sifi, D. Stoppa-Lyonnet, K. N’Guyen, J. Poujet, A. Hamri, F. Hentati, R. Amouri, F. M.

Santorelli, M. Tazir and M. Koenig.

Article soumis.

117



Molecular diagnosis of known recessive ataxias by homozygosity

mapping with SNP arrays.

D. H'mida-Ben Brahim1’2, A. M’zahem3, M. Assouml, Y. Bouh1a14, F. Fattori5, M. Anheiml’G,
L. Ali—PaCha7, F. Ferratg, M. Chaouchg, C. Lagier—Tourennel, N. Drouotl, C. Thibautl, T.
Benhassine9, Y. Sifi® , D. Stoppa—Lyonneth, K. N’Guyen“, J. Poujet“, A. Hamri® , F. Hentati4,

R. Amouri4, F. M. Santorellis, M. Tazir’ and M. Koenigl.

! Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire, CNRS/INSERM/Université de Strasbourg, 67404 Illkirch,
France; Hopitaux Universitaires de Strasbourg, Strasbourg, F-67000 France

% Laboratoire de Cytogénétique, Génétique Moléculaire et Biologie de la Reproduction Humaines. CHU Farhat HACHED ,
Sousse, 4011, Tunisia.

? Centre Hospitalo-Universitaire Ben Badis, Constantine, Algeria

4 Institut de Neurologie, Tunisi, Tunisia

> Molecular Medicine & Neurosciences IRCCS Bambino Gesit Hospital, Roma, Italy

% Service de Neurologie, Hopitaux Universitaires de Strasbourg, 67091 Strasbourg, France

7 Service de Neurologie, Centre Hospitalo-Universitaire Mustapha, Alger, Algeria

8 Service de Neurologie, Etablissement Hospltalier Spécialisé de Ben Aknoun, Alger, Algeria

? Institut Pasteur, Alger, Algeria,

"% Institut Curie, Service de Génétique, INSERM U830, F-75248, Université Paris Descartes, F-75270

1 Hopitaux Universitaires de Marseille, Marseille, France.

Running tilte : Diagnosis of known recessive ataxias by SNP arrays

118



Abstract:

The diagnosis of rare inherited diseases is becoming more and more complex as an increasing
number of clinical conditions appear to be genetically heterogeneous. Multigenic inheritance
also applies to the autosomal recessive progressive cerebellar ataxias (ARCA), where 14
genes have been identified and more are expected to be discovered. We used homozygosity
mapping as a guide for identification of the defective locus in patients with ARCA born from
consanguineous parents. Patients from 97 families were analyzed with GeneChip Mapping
10K or 50K SNP Affymetrix microarrays. We identified six families homozygous for regions
containing the ARSACS gene, two families homozygous for the ataxia-telangiectasia gene
(ATM), two families homozygous for the AOA1 gene, and one family homozygous for the
AOAZ2 gene. Upon direct gene testing, we were able to identify a disease-related mutation in
all families but one of the two kindred homozygous at the ATM locus. Although linkage
analyses pointed to a single locus on chromosome 11q22.1-q23.1 for this family, clinical
features, normal levels of serum alpha-foetoprotein as well as absence of mutations in the
ATM gene rather suggest the existence of an additional ARCA-related gene in that interval.
While the use of homozygosity mapping was very effective at pointing to the correct gene, it
also suggests that the majority of patients harbor mutations either in less common ARCA

genes or in genes yet to be identified.
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Introduction

The diagnosis of a wider number of rare inherited diseases is becoming increasingly difficult
because of the frequent clinical overlap, non specificity of biomarkers and the expanding
genetic heterogeneity, i.e. mutations in many different genes cause the same disease. In
particular, multigenic inheritance applies for the autosomal recessive progressive cerebellar
ataxias (ARCA), for which 14 genes have been identified in the past 15 years (Fogel and
Perlman, 2007; Gros-Louis, et al., 2007; Lagier-Tourenne, et al., 2008), even after excluding
the complex field of metabolic ataxias, for which biochemistry drives more precisely the
correct molecular diagnosis. In addition, most conditions are associated with mutations in
genes of remarkably large coding capacity (SYNE1 (NM_182961) 26 kb in 145 coding exons
(Gros-Louis, et al., 2007), Sacsin (NM_014363) 14 kb in 9 exons (Engert, et al., 2000;
Ouyang, et al., 2006), ATM (NM_000051) 9 kb in 62 exons (Savitsky, et al., 1995),
Senataxin (NM_015046) 8 kb in 24 exons(Moreira, et al., 2004), PolG (X98093) 4 kb in 22
exons (Van Goethem, et al., 2003a)), further complicating the definition of an efficient
strategy for seeking pathogenic mutations(Anheim, et al., 2009). On the other hand,
consanguinity is a common observation in rare recessive diseases, with an increasing
proportion of in populations where inbreeding is frequent. Homozygosity mapping of patients
born from consanguineous parents can be used as a powerful guide for identification of the
defective locus (Ben Hamida, et al., 1993b). We demonstrate here the usefulness and limits of
homozygosity mapping with SNP arrays (Lagier-Tourenne, et al., 2008; Stoetzel, et al., 2006)
in consanguineous cases for the molecular diagnosis of spastic ataxia of the Charlevoix-
Saguenay (ARSACS, sacsin gene), ataxias with oculomotor apraxia types 1 and 2 (AOA1 and
AOA?2, aprataxin(NM_017692) and senataxin genes) , and ataxia-telangiectasia (A-T, ATM).

Material and methods

Patients and families: Affected patients were referred for ARCA after careful exclusion of

Friedreich ataxia (FRDA) (Campuzano, et al., 1996) and ataxia with vitamin E deficiency
(AVED) (Ouahchi, et al., 1995) using molecular or metabolic investigations, respectively.
The study population consisted of 97 families, of different origins: 67 kindred were Algerian,

27 French, 8 Saudi Arabian, 2 Tunisian, 3 were from the USA and 11 from other origins.
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SNP genotyping: genome wide homozygosity mapping of 97 families was undertaken using
either the GeneChip Mapping 10k Xba 142 2.0 Array containing 10.204 SNP markers or the
Mapping 50K Xba 240 Array containing 58.102 SNPs (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA).

SNP genotypes were obtained by following the Affymetrix protocol for the GeneChip
Mapping Array (Mapping 10K2.0 Assay Manual (701722 Rev.3), Mapping 100K Assay
Manual (P/N 701684 Rev.3)). Briefly, 250 ng of genomic DNA isolated from peripheral
blood were digested with the restriction endonuclease Xbal for 2.5 h. Digested DNA was
mixed with Xba adapters and ligated using T4 DNA ligase for 2.5 h. Ligated DNA was added
to 4 to 5 separate PCR reactions, amplified, pooled and purified to remove unincorporated
dNTPs. The purified PCR product was then fragmented with DNase I, end-labeled with biotin
and hybridized to an array for 16 h at 48°C in a standard Affymetrix 640 hybridization oven.
After hybridization, the arrays were stained and washed using an Affymetrix Fluidics Station
F450 and images were obtained using an Affymetrix GeneChip scanner 3000 7G. Single-
nucleotide polymorphism (SNP) allele calls were generated by the GeneChip Genotyping
analysis Software (Gtype v4.1). Homozygous regions were identified with the HomoSNP
software developed to visualize shared regions of homozygosity in consanguineous families
(software available on request from plewniak @igbmc.u-strasbg.fr)(Lagier-Tourenne, et al.,

2008; Stoetzel, et al., 2006; Stoetzel, et al., 2007).

Microsatellite marker analysis: Microsatellite markers referenced to the UCSC Human

genome database (http://genome.ucsc.edu, March 2006 release) were used. Analysis was
undertaken on an ABI Prism 3100 genetic analyzer with allele sizes determined using the ABI
PRISM1 Genotyper software package (Applied Biosystems, Foster City, CA) (Lagier-
Tourenne, et al., 2003) .

Mutational Analysis: Sequencing of the candidate genes for recessive ataxias, including all
exons and intronic—exonic boundaries was undertaken using PCR primers as previously
reported (Lagier-Tourenne, et al., 2008). Amplified PCR products were purified on Montage
PCR96 Cleanup Plates (Millipore, Bedford, MA) and bi-directionally sequenced using
BigDye Terminator chemistry implemented on an ABI Prism 3100 Genetic Analyzer.
Sequences were aligned and compared with consensus sequences obtained from the human
genome databases (http://genome.ucsc.edu; http://www.ncbi.nlm.nih.gov) using the software

package Seqscape. (Version 2.5; ABI). All PCR primers and conditions are available upon
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request. Parental segregation of the identified mutations was investigated in all available

family members.

Results

Families with a diagnosis of FRDA, AVED, metabolic ataxias, ataxia with leukodystrophy or
congenital ataxia(De Michele, et al., 2004) were excluded from the study. Some families had
a direct molecular testing for ATM, AOA1 or AOA2, based on canonical clinical and
biochemical findings, and were therefore not analysed on SNP arrays. The remaining 92
consanguineous ataxia families and 5 families with suspected ancient consanguinity were
analyzed with Affymetrix 10K or S0K SNP Genechip microarrays. Only affected individuals
from each family were genotyped. Regions of homozygosity shared within each family and
overlapping with the ARSACS, AOA1, AOA2 and A-T loci were identified with HomoSNP.
In order to rapidly define homozygous regions, only the number of consecutive homozygous
SNPs was taken into account, assuming that for large regions, the global informativeness of
the markers would be roughly equal to the number of analyzed SNPs. The threshold for
identification of homozygous regions was set to a minimum of 20 consecutive homozygous
SNPs identified with the 10K SNP Genechip microarrays and 35 consecutive homozygous
SNPs identified with the SOK SNP Genechip microarrays. Because regions smaller than the
threshold likely represent homozygosity by state (i.e. by chance), they were not subsequently
analyzed. Overall, we identified six families homozygous for the region flanking the SACS
gene, two families each for the ATM and the APTX genes, and one for the SETX gene (Table
1). The clinical features of the patients of these families are shown in Table 2. A mutation was
identified in all the cases with the exception of one of the two families homozygous for the
ATM region (Table 1). This family, family #10, consisted of 4 patients and 1 healthy sibling.
Analysis of the entire family with 11q21-23 microsatellite markers (Figure 1) confirmed
linkage of the disease to this locus with a LOD score of 3.1 (theta=0) and re-analysis of the
SNP data set indicated that there were no other homozygous regions shared between the 4
affected. Since the MRE11 (NM_005591) gene — whose mutations have been detected in
families with ataxia-telangiectasia-like disorder (MRE11A; MIM 604391) lies just outside the
region of shared homozygosity due to a recombination in one of the patients (Figure 1), we
also analyzed the coding exons and the flanking intronic sequences of MREII but did not

detect any disease-related mutation.
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ARSACS mutation in family #1 was initially searched only in the affected uncle and aunt of
family #1 and not in the affected nephews since homozygosity for the ARSACS region was
above the threshold in the uncle and aunt (241 and 58 consecutive SNPs, respectively) and
was below the threshold in one of the two nephews (24 consecutive SNPs in one nephew and
10 in the other, Figure 2). Because no known ataxia gene was localized in the large
homozygous regions shared by the nephews, the ARSACS mutation of the uncle and aunt was
subsequently searched and found in homozygosity in the nephews, indicating that the small
homozygous region around the ARSACS gene in the nephews is due to ancient inbreeding,
rather than to the second degree consanguinity of their parents (Figure 2).In order to see
whether the thresholds used to define regions of homozygosity allowed efficient identification
of the regions of linkage, we analyzed the SNP content of all homozygous regions identified
in the 11 families reported in this study. With a threshold of 20 consecutive homozygous
SNPs for the 10K SNP arrays and 35 consecutive homozygous SNPs for the SOK SNP arrays,
the median SNP content of the homozygous regions was 45 SNPs for the former and 68 SNPs
for the latter. However the distribution of SNP content indicated that the largest fraction of
homozygous regions was in the lower range (20-30 SNP fraction for the 10K arrays and 35-50
SNP fraction for the 50K arrays, Figure 3), suggesting that most small homozygous regions
either represent homozygosity by state rather than by descent, or result from high inbreeding
in the respective populations. The SNP content of the homozygous regions containing the
mutation (Table 1) was above the median SNP content of all homozygous regions (Figure 3)
with the exception of family #6 and of the nephews of family #1, indicating that the threshold
for defining homozygous regions was set at safe lower value. However, while it appeared that
the threshold is appropriate when the disease is the consequence of first degree consanguinity,

it is probably unsuitable for ancient consanguinity.

Discussion
The use of homozygosity mapping as an orientation for identification of the defective gene
pointed to the correct locus in 10 out of 11 families for which the linked homozygous region
overlapped with one of the four investigated genes. This strategy turned out to be highly
effective for ARSACS as all six linked families had mutation in SACS, while clinical
presentation alone would have not permitted to easily distinguish ARSACS from other spastic
ataxias. Conversely, the clinical and paraclinical presentation of one AOA1 family #7, of the
AOA?2 family and of the A-T family would have been sufficient to directly orient mutation
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search in the correct gene without prior SNP analysis (Barbot, et al., 2001a; Taylor and Byrd,
2005). This was not the case for AOA1 family #8, where patients had a very late onset disease
and no motor neuropathy even after a long disease duration (Criscuolo, et al., 2005), and for
family #10. In the latter case, it is not possible to conclude at present whether this is a very
atypical form of A-T with normal alpha-foetoprotein serum level (Stankovic, et al., 1998) due
to a mutation in the regulatory or deep intronic sequences (which were not analyzed when
mutation scanning was performed) or it corresponds to a novel form of ARCA lying on

chromosome 11q21-23.

While the use of homozygosity mapping was very effective at pinpointing the correct gene in
ARCA kindred, it also revealed that the majority of remaining recessive ataxia cases may be
caused by mutations either in the less common, recently identified genes including MRE11
(Stewart, et al., 1999), TDP1 (Takashima, et al., 2002), POLG1 (Van Goethem, et al., 2003a),
twinkle (Nikali, et al., 2005), and SYNEI (Dupre, et al., 2007; Gros-Louis, et al., 2007), ...) or
more likely in genes yet to be discovered. It is also possible that homozygosity mapping failed
at identifying the correct gene either because the patients were compound heterozygous
despite consanguinity or because our thresholds for identifying homozygous regions excluded
small regions of homozygosity due to inbreeding. This caveat is well illustrated by cases 3
and 4 in family #1. Homozygosity for the mutation is presumably not explained by the second
degree consanguinity of the parents but by inbreeding that relates the mother with her
husband’s grand-grand-parents (Figure 2B). This corresponds to the small region of
homozygosity around the ARSACS gene in the nephews, not easily identified if those
individuals had been studied singly (Figure 2A). It is predictable that the use of SNP arrays
with higher density should circumvent this difficulty. Nevertheless, in most families,
identification of novel homozygous regions in patients with recessively inherited forms of
cerebellar ataxia paves the way for the discovery of novel related genes (Lagier-Tourenne, et
al., 2008).
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Legend to Figure

Figure 1: Genotyping results of family #10. (A) Homozygous regions over chromosome 11 in
the patients of family #10. Homozygous regions are displayed by the HomoSNP software as
blue bars (more than 30 consecutive homozygous SNPs), purple bars (more than 25
consecutive homozygous SNPs) and pink bars (more than 20 consecutive homozygous SNPs).
SNP results were obtained with 50K arrays. The 4 patients share a region of homozygosity by
descent on 11g21-g23, which contains the ATM gene. Vertical green bars that interrupt the
regions of homozygosity correspond to one or two heterozygous SNPs that are in fact calling
errors. (B) Pedigree of family #10 with microsatellite markers and selected SNP genotypes
that locate precisely the recombination breakpoints. The recombination in patient P27
excludes the MREI1 gene. This was corroborated by direct gene testing (see text). Markers
and physical positions are indicated on the left and are organized from top to bottom in the
centromeric to telomeric order.

Figure 2: Genotyping results of family #1. (A) Homozygous regions over chromosome 13 in
the patients of family #1. Homozygous regions are displayed by the HomoSNP software as
blue bars (more than 25 consecutive homozygous SNPs), purple bars (more than 20
consecutive homozygous SNPs) and pink bars (more than 15 consecutive homozygous SNPs).
SNP results were obtained with 10K arrays. The top horizontal line indicates the position of
recessive-ataxia loci and genes. Subsequent lines indicate individual results of the patients
represented on the left. Three of the 4 patients share a region of homozygosity by descent on
13q12, which contains the SACS gene. (B) Pedigree and SNP analysis of family #1 showing
that homozygosity for the disease in the affected nephews is due to inbreeding (dotted arrows)
rather than to consanguinity. The uncle and aunt, born from a first degree consanguineous
marriage, share a large homozygous region overlapping the ARSACS locus while the
nephews were homozygous over only 24 and 10 consecutive SNP, respectively, also

overlapping the ARSACS locus.

Figure 3: Distribution of the size of the homozygous regions identified with the 10K (A) and
50K (B) SNP microarrays in the patients of the 11 recessive ataxia families described in this

study. The size of homozygous segments is estimated by the number of consecutive
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homozygous SNPs. It is likely that a significant fraction of the small homozygous regions
represent homozygosity by state rather than by descent. The empty arrow indicates the
median SNP content of all homozygous regions. The small arrows indicate the SNP content of
the shared homozygous regions containing the mutation (the SNP content of the shared
homozygous region between the uncle and the aunt for family #1 or of the unique linked

region of family #10. Numbers at the top are family numbers.
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Tableau 1: Shared homozygous regions

identified mutations

of affected patients from the 11

studied families and

Family # of SNP Chromosomal size (Kb) # of consecutive Ataxia Mutation
patients density localisation homozygous SNP genes
1p31.1 7049 27
Undle 2p25.1-p22.3 21567 94
6p25.1-p23 8693 40
and 2 10K 7p14.3-12.2 17765 87
7935 3861 20 ARSACS
aunt 11q14.2-922.1 12827 67 MRE11 0-12%7;‘122851’52‘12?26‘1/*6
13q12.11-q12.3 11351 58 SACS p-ATE 8
6q23.2-q24.1 6936 15°
Nephews ) 10K 1312.12-12 .13 2890 10° SACS
13021.2-g22.1 15219 72
13q33.3-gter 8301 36
16p13.1-p13.2 8423 25
2q31.2-932.3 19084 441
3q12.3-q13.1 1940 42
4p12-q13.1 18409 355
5q14.1-q21.2 24028 607 ARSACS
5qg35.1-qter 11910 160
2 2 50K 8q13.1-q13.2 2760 35 ¢.10290C>G p-Tyr3430%
8024.13-24.21 4004 70
9933.2-q34.11 4898 37
13q11-q12.3 5864 141 SACS
17p11.2-q12 7075 59
17p12-p11.2 10779 143
1p22.1-p21.3 4091 80
1g23.3-q25.1 11436 359
1942.12-943 12372 253 ARSACS
3 5 SoK 4p16.2-p16.1 4827 33 €.7372-7376delCTTAT
1312.11-q12.12 2165 72 SACS p.Leu2458AlafsX5
13q14.11-q14.12 1679 34
15¢21.1 1462 36
15021.2-21.3 1959 43
10p11.21-q11.21 6296 35 ARSACS
4 4 50K 13q12.11-q12.2 9335 233 SACS ¢.12220G>C p.Ala4074Pro
1p36.11-p35.2 4788 26 ARSACS
s ) SoK 3426.31-026.33 9460 168 6409CoT
4q13.3 2208 38 0.GIn2137X
13q11-g12.13 7478 189 SACS
ARSACS
6 3 10K 13p13-q12.12 23584 27 SACS c4882 4:2?;’1‘:;?535/)'(”15?6AAGC
2p24.3 1669 36
2p22.1 848 39
3p22.1 1584 35
4p15.33-p15.32 3940 114 AOAL
7 2 50K 5q14.3 1550 41 c837G>A
5q21.1 1630 43 0. Trp279X
9p21.1-921.13 46488 349 APTX
14923.1 1564 38
18p11.31 1725 34
8 2 10K 1p31.1 6107 50 AOA1
2p23.3-p21 20134 9% €.781C>T
2p13.2-q11.2 24591 44 p.Leu261Phe
4q21.22-q23 18877 67
7p13-g21.2 46233 116
7q22.2-q31.2 11705 30 199




9p21.1-g33.1 49549 70 APTX
9g33.1-q34.11 10938 39
1p13.2-q23.3 43273 71
5p14.3-p13.3 10420 32
5q13.2-q14.3 19480 72
6p22.3-p21.32 11100 40 AT
9 1 10K 6924.2:25.1 147666 29 c.IVS36+3deld
9p23-p22.3 4319 36 Skipping of exon 36
11922.3-923.3 12473 46 ATM
14¢23.1-931.1 18577 65
17p12-q12 13704 20
20p12.3-q12 11362 30
10 4 50K 11921-g23.3 10017 302 ATM A-T?
1925.3-931.3 11121 300
5931.3-933.1 10217 272 AOA2
11 1 50K c.6848-6851delCAGA
6p12.1-q14.1 19729 403 o Try2283Lysfex32
9g33.2-q34.3 13598 89 SETX

#, number; a, indicates that a recombination in one of the affected reduced the SNP content of
the shared homozygous region to a value below the threshold (20 SNP for 10K arrays and 35

SNP for 50K arrays)
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Table 2: Clinical features of the patients

Family

1 2 3
_and ARSACS ARSACS ARSACS
diagnosis
Origin Tunisia Algeria Algeria
Degree
of First Second First First
Consanguinity
Patient 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Sex F M M M M F F M M
Age of onset 1 1 1 1 NA 9 30
(years)
Disease duration NA
(in years) 29 37 16 12 25 25 16 (deceased)
Cerebellar NA
. + + + + + + + +
ataxia
. ataxo . . . NA . . . .
Gait spastic ataxo spastic ataxo spastic ataxo spastic spastic>ataxic spastic>ataxic unstable unstable
+ . NA
Dysarthria (scanning : - - + + - +
speach) (hypoacousia)
Bilateral . . . . NA . . i i
Babinski sign
Knee DTR brisk brisk brisk brisk NA absent brisk brisk present
Ankle DTR absent absent brisk brisk NA absent absent absent absent
Mental i i i i NA mild mild . ?
retardation
Ocular_ . horizontal horizontal horizontal horizontal NA nystagmus nystagmus nystagmus | nystagmus
abnormalities nystagmus nystagmus nystagmus nystagmus
Pes cavus - - - - NA + + + -
NA cerebellar atrophy
cerebellar and total cerebellar (vermis>
MRI NA NA spinal cord atrophy NA atrophy hemispheres) and NA NA
temporal atrophy
axonal NA sensitivo-motor sensitivo
EMG sensitive axonal sensitive axonal sensitive axonal sensitive axonal sensitivo-motor motor NA
neuropathy neuropathy neuropathy neuropathy axonal neuropathy neuropathy
neuropathy
AFP (ng/ul) NA NA NA NA NA 2.1 NA
Miscellaneous : systolic NA
mitral murmur
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Table 2(continued): Clinical features of the patients

Fam(;ly 5 6
an
diagnosis ARSACS ARSACS ARSACS
Origin Algeria Algeria Algeria
Degree remote
of first - first first
- consanguinity
consanguinity
Patient 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Sex F F M F M F F F M
Age of onset (years) 21 4 5 5 6 12 6 7 12
Disease duration 25 39 36 25 17 14 23 21 10
(in years)
Cerebellar ataxia + + + + + + + + +
Gait unstable unstable unstable unstable unstable unstable unstable unstable unstable
Dysarthria + + + + - + + + -
Bilateral
BABINSKI sign + + + + + + + - neutral
Knee DTR brisk brisk brisk brisk brisk brisk brisk present reduced
Ankle DTR absent brisk brisk absent brisk k absent absent absent absent
Mental
retardation i i i i i i i M M
Ocular demyelinating | demyelinating | demyelinating | demyelinating nvstagmus strabismus slow nvstagmus nvstagmus
abnormalities neuropathy neuropathy neuropathy neuropathy ystag Nystagmus nystagmus ystag ystag
Pes cavus + + + + + + + - +
MRI NA NA cerebellar cerebellar cerebellar NA vermis NA NA
atrophy atrophy atrophy atrophy
demyelinating | demyelinating | demyelinating sensitivo demyelinating | demyelinating
EMG NA NA neuropathy neuropathy neuropathy NA motor neuropathy neuropathy
neuropathy
AFP (ng/ul) NA NA NA NA 1,67 NA NA NA NA
Miscellaneous scoliosis amblyopia deafness hypaenrleor:ﬁgss cyphosis scoliosis
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Table 2 (continued): Clinical features of the patients

Fzgg'y / 8 9 10 11
? -
diagnosis AOAT1 AOA1 AOA2 , AT
Origin Algeria Lebanon Algeria Algeria Algeria
Degree of . . . . remote
consanguinity first first first first consanguinity
Patient 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Sex M M M F F M M F M M
Age of onset
(years) 5 6 16 32 4 7 8 9 15
Disease duration 11 8 NA NA 7 27 21 13 24 5
(in years)
Cerebellar ataxia + + + + + + + + + +
Gait unstable unstable n_ with aid unstable unstable unstable unstable unstable unstable
wheelchair
Dysarthria + + +/- - + + + + + +
Bilateral Babinski .
. - - equivocal - - + - + - -
sign
Knee DTR absent absent absent absent reduced absent absent absent absent reduced
Ankle DTR absent absent absent absent reduced absent absent absent absent reduced
Mental retardation + + - NA - - - - - -
oc:l?;r:((i);or oculomotor
abnormal P . oculomotor oculomotor oculomotor apraxia unilateral
Ocular oculomotor oculomotor | Telengectasia ; ; - lanai . bi
abnormalities apraxia apraxia ocurar i Horizontal apraxia apraxia apraxia te anglecta3|a strabismus
movements nystagmus telangiectasia telangiectasia telangiectasia horizontal nystagmus
Strabismus nystagmus
Pes cavus + - - NA - + + flat feet +
MRI Cerebellar NA vermis NA normal NA NA cerebellar cerebellar cerebellar
atrophy atrophy atrophy atrophy atrophy
Sensory Sensory sensory axonal axonal axonal sensory
EMG NA NA NA
neuropathy neuropathy neuropathy neuropathy neuropathy neuropathy neuropathy
AFP (ng/ul) 2.06 3 NA NA 207 1.9 1.7 0.6 NA 21,5
Miscellaneous scoliosis dysphagia upper-limb upper-limb scoliosis upper-limb
wasting wasting wasting

M male; F, female; NA, not available; DTR, deep tendon reflexes; MRI, magnetic resonance imaging; EMG ,electromyography; AFP, alpha feto-protein
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Figure 1: Genotyping results of family #10. (A) Homozygous regions over chromosome 11 in
the patients of family #10
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50K (B) SNP microarrays in the patients of the 11 recessive ataxia families described in this
study.



I1- Le gene ABHD12 est muté dans une nouvelle forme d’ataxie récessive

Manuscrit 2: en cours de rédaction

ABHDI12 a new recessive ataxia gene, mutated in Refsum Like disorder.

A-Identification de familles liées en 20p11.23-q13.12 :

1-  Génotypage a I’aide de puces SNP :

Nous avons utilisé I’ensemble des 87 familles et patients analysés par cartographie par
homozygotie et pour lesquels le diagnostic moléculaire n’a pas pu étre établi (Chapitre I
Résultats), pour chercher a identifier un nouveau locus d’ataxie récessive. La stratégie
adoptée dans notre équipe a consisté a analyser en priorité les familles consanguines avec un
nombre d’atteints supérieur ou égal a 2. Une fois un locus clairement identifié, nous avons
alors analysé les familles consanguines avec un seul atteint pour tester si certains d’entre-eux
présentaient une région d’homozygotie au niveau du méme locus, ce qui permettait de tester
I’hypothese d’homogénéité génétique. En suivant cette ligne de conduite, nous avons dans un
premier temps identifié 3 familles avec 2 ou 3 enfants atteints, Algl28, Algl139 et Alg96,
homozygotes au niveau du chromosome 20 dans une région qui comprend le locus SCAR6
localisé en 20 pl12-ql12 (Figures 22 et 23). Ce locus avait précédemment été décrit par

Tranebjaerg et al. 2003, chez une seule grande famille d’origine Norvégienne (Figure 2).

Le locus SCARG6 décrit dans le chapitre II s’étend de part et d’autre du centromere du
chromosome 20. En 1985 Kavistad et al a rapporté la présentation clinique chez 7 patients
consanguins norvégiens. L’atteinte débute a un age précoce autour de la premiere année de
vie par un retard de la marche. Plus tard une maladresse et une hypotonie musculaire
s’installent. Aucune déficience mentale ni signes extra-neurologiques ne sont observés. A un
age adulte, la démarche devient ataxo-spastique, 1’hypotonie encore plus marquée, et les
patients présentent un retard statural avec des pieds plats. L’évolution de la maladie reste tres

peu progressive. L’IRM révele une atrophie cérébelleuse essentiellement vermienne.
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2-  Confirmation de la liaison par les marqueurs microsatellites

Nos avons procédé a la confirmation de ’homozygotie en SNP chez les atteints des 3 familles
(Alg 128, 139 et 96) et avons testé 1’hétérozygotie chez les parents et les enfants sains
disponibles par une analyse d’un grand nombre de marqueurs microsatellites localisés dans
cette région. L’homozygotie partagée dans chaque fratrie a été confirmée pour tous les
microsatellites chez tous les patients (Figure 24, 24a,b,c,d,e). De plus, I’analyse d’un parent et
de deux enfants sains pour les familles Algl28 et Alg96 a permis de déduire I’haplotype sain
de l'autre parent et de vérifier que dans les deux familles, les deux parents étaient
hétérozygotes pour la région analysée ainsi que les enfants sains analysés. L’analyse des
enfants sains n’a pas mis en évidence de recombinaison permettant de réduire 1’intervalle de
liaison. Le LOD score en faveur de la liaison génétique au chromosome 20 pour chaque
famille est de 2,6 ; 1,8 et 2,0, respectivement. Bien qu’aucune de ces 3 familles ne permette
d’obtenir individuellement un LOD score de 3, la liaison a ce locus était fortement probable,
car il s’agissait apparemment d’une confirmation d’un locus déja connu. De plus, les familles
Algl128 et Algl39, analysées avec les puces SNP 50K ne montraient pas d’autre région
d’homozygotie partagée dans la fratrie, bien que la consanguinité des parents soit une
consanguinité proche (premier degré), indiquant que le locus du chromosome 20 était le seul
potentiellement li¢ dans ces familles.

La famille Alg96, analysée par puce SNP 10K, était par contre homozygote pour 5 autres
régions (19q12-q13.2/ 8p23.2-p21.3 / 6q26-q27/ 3pl4.1-p12.3/ 1p33-p32.3). Bien que ces
trois familles soient toutes les 3 originaires de la région de Sétif dans le nord-est Algérien,
aucun haplotype commun n’a été initialement mis en évidence, ce qui allait, contre toute

attente, a I’encontre de 1I’hypotheése d’un effet fondateur entre les trois familles.

B- Recherche de mutations dans les génes candidats positionnels :

Alors que de nouvelles familles consanguines avec un seul enfant atteint étaient en cours
d’analyse par puces SNP, nous avons entrepris la recherche de mutations dans les genes
candidats de la zone homozygote délimitée par les 3 familles Algériennes Algl128, Alg139 et
Alg96.
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Figure 24b : Génotype des individus disponibles de la famille Alg 139
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La région homozygote s’étalait sur plus de 23 Mb et comprenait plus de 200 séquences
codantes. Devant ce grand nombre de geénes, un choix de génes candidats s’est imposé. Nous
avons décidé de choisir parmi les 220 genes, ceux qui par perte de fonction pourraient étre
responsables d’ataxie récessive
Parmi les 220 genes nous avons sélectionné 27 candidats par homologie fonctionnelle avec
les protéines codées par des genes connus impliqués dans des ataxies récessives (Tableau 10),
nous avons ainsi sélectionné:

® O genes qui codent pour des protéines mitochondriales ou prédites mitochondriales

e 3 genes impliqués dans la réparation de I’ADN

e 3 genes qui codent pour des protéines spécifiquement exprimées dans le cerveau

e 7 genes qui codent pour des protéines nucléaires

e 5 génes qui interagissent avec des protéines du Cytosquelette

1- Le gene CDK5SRAPLI : polymorphisme rare ou mutation pathogene ?

Bien qu’il ne s’agisse pas de la mutation pathogene, j’ai choisi d’ouvrir une grande
parenthese autour du gene CDKSRAPLI. Le travail autour de ce gene nous a pris plus d’une
année : du mois de juillet 2007 au mois de Novembre 2008. Nous étions restés comme vous
allez le constater dans ce paragraphe trés hésitants quant a la pathogénicité de la mutation
retrouvée.

Parmi les 9 genes qui codent pour des protéines mitochondriales, nous avons choisi le
gene CDKSRAPI pour Cycline Dependant Kinase Related Associated Protein 1. CDK5RAP1
a tout d’abord été choisi car annoté dans les bases de données (UCSC) en tant que gene
fortement exprimé dans le SNC et prédit mitochondrial. Des études d’homologies ont par la
suite révélé qu’il s’agit d’'un homologue du gene bactérien MiaB qui code pour une protéine
Fer-Soufre mitochondriale. MiaB est une ARNt Methyl-thiol transferase. Elle est responsable
comme son nom 1’indique de I’incorporation d’un groupement méthyl au niveau du radical
Thiol de I’adénine en position 37 des ARN de transfert phénylalanine et tryptophane
mitochondriaux (mtARNtPhe et mtARNtTyr, Figure 25).
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Tableau 10 : Criteres de sélection des 27 génes candidats positionnels séquencés

Critere de Protéines . . Expression . Intéraction
P . . Réparation Protéine
sélection des mitochondriales , dans le . avec le
N . de PADN nucléaire
geénes candidats cerveau cytosquelette
NFS1
C200RF118 CRNKL1
ACSS1 C200RF112 ACTR5
C200RF44 TOP1 L3MBT RALY TPX2
Gene COX4i2 XRN2 EPB4IL RBM39 MAPRE1
C200RF52 CHDo PYGB PLAGL2 TTLLY9
TOMM34 PPP1R16B KIF3B
CDK5RAP1 DUSP15
BCL2L1
Hy  _cH, H  _cn,
NH/C\C//C\CH3 NH ™~ \C//C\CH3
H H
N | N\> MiaB N N\>
SNTON SAM CHys” N7 N
Fe+Cys :
HO— HO
HO OH HO OH J
1°A37 ms’1°A37] §-

Y

37, FA37, m'G

Figure 25 : Réaction de méthyl-thiolation catalysée par CDK5SRAP1
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En raison de la similitude fonctionnelle avec I’ataxie de Friedreich et I’ataxie/anémie
sidéroblastique liée a I’X, ou le déficit mitochondrial résulte en un déficit en protéines a
centre Fer-Soufre, le getne CDKSRAP1 nous a semblé €tre un trés bon candidat pour 1’ataxie
récessive que nous analysions.

Nous avons procédé au séquencage de CDKSRAPI chez les atteints des 3 familles. Nous
avons retrouvé une mutation homozygote faux-sens chez les deux atteints de la famille
Alg96 : p.H470P. Aucune mutation n’a été retrouvée dans les deux autres familles, ce qui
confortait a priori 1’absence de déséquilibre de liaison et I’absence d’effet fondateur
observable en premiere analyse entre les trois familles. Bien qu’il s’agisse d’une mutation
faux sens, ce changement drastique d’une histidine conservée jusqu’au nématode C. Elegans
en proline, qui est un acide aminé responsable de la formation de coude dans les structures
protéiques, nous a incité a pousser les investigations pour ce géne. Nous avons tout d’abord
testé cette mutation grace a la technique de HRM utilisant le Light Scanner de Bioké, sur 470
chromosomes controles indépendants dont 312 Algériens et 158 francais. La mutation H470P
n’a jamais été retrouvée (Figure 26). Ce nouvel argument en faveur de la pathogénicité de la
mutation H470P dans la seule famille Alg96, nous a amené a commencer une collaboration
avec I’équipe du Pr Marc Fontecave spécialiste des protéines fer-soufre chez la bactérie et de
MiaB en particulier, pour rechercher une éventuelle perte de fonction de la protéine. Une
mutagénese dirigée de MiaB chez la bactérie n’a pas montré d’altération de la fonction de
méthyl-thiolation de I’ARN des transferts Phe et Tyr.

A ce stade de la these nous ne pouvions pas encore exclure completement cette mutation
puisque les analyses fonctionnelles ont été conduites chez la bactérie et que seule la fonction

connue de MiaB a été testée.

2- Legene XRN2:

Un polymorphisme dans le géne XRN2 (5°-3’ Exoribonuclease) impliqué dans la
terminaison de la transcription a aussi été testé par HRM. XRN2 est un partenaire protéique
de la sénataxine, mutée dans 1’ataxie avec apraxie oculomotrice de type 2 (AOA2). Ce
polymorphisme a été retrouvé chez 3 contrOles sains, confirmant qu’il s’agit bien d’un

polymorphisme et non pas d’une mutation pathogene. (Figure 27)

3-  Leséquencage des 25 autres genes candidats :
Le séquencage des 25 autres genes candidats n’a mis en évidence que des

polymorphismes. Ces résultats ne seront pas détaillés dans le cadre de cette these.
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Figure26 : Résultats de ’analyse en HRM de 312 chromosomes controles pour la
mutation H470P du gene CDKSRAPL.1

C.Het : contrdles hétérozygotes H470P, C.homoz : contrles homozygotes H470P, P.Connu :
Polymorphisme connu. Les profils en couleur gris correspondent a des controles normaux.
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Figure 27 : Analyse du géne XRN2 par HRM

Het : contrdles hétérozygotes, WT : groupe contrdle
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C- Recrutement de nouvelles familles consanguines :

A ce stade de mon travail de these, nous analysions en parallele par puce SNP de
nouvelles familles consanguines. Dans le but de recruter de nouvelles familles homozygotes
sur le méme locus du chromosome 20, nous avons également analysé les familles avec un seul
enfant atteint disponible. Cette analyse nous a permis d’identifier plusieurs nouvelles familles
homozygotes au niveau du locus péricentromérique sur le chromosome 20. Le séquencage du
gene CDKSRAPI dans ces familles a révélé deux familles Algériennes, également originaires
de la région de Sétif du nord-ouest Algérien (Algl42 et Alg28, un deuxieme atteint de la
famille Alg28 a pu étre étudié ultérieurement) portant la méme mutation H470P que la
famille Alg96, suggérant fortement un effet fondateur entre ces trois familles. Comme illustré
par la figure23, les deux familles Algl42 et Alg28 sont homozygotes dans une région
comprise dans le locus SCAR6. De plus, les haplotypes homozygotes €taient identiques sur
une région de 9 Mb commune avec la famille Alg96. Bien que le nombre de SNP et
marqueurs microsatellites identiques dans cette région de 9 Mb soit assez faible (faible
couverture en SNP de la région pericentromérique) ces données renforcaient 1’idée d’un effet
fondateur entre les trois familles Algl42, Alg28 et Alg96, ce qui est un argument fort pour
établir la liaison des trois familles a ce locus. Le patient de la famille Algl14?2 était tout a fait
concordant avec cette hypothese parce que homozygote pour la mutation H470P du gene
CDKS5RAPI1. Malheureusement, la patiente de la famille Alg28 posait un sérieux probleme
parce qu’elle était hétérozygote pour cette mutation, un résultat confirmé par 1’analyse de la
deuxieme sceur atteinte, obtenue ultérieurement, alors que 1’analyse de la ségrégation des
marqueurs microsatellite confirmait qu’elle était haploidentique a la premicre sceur atteinte
sur ce locus. Ce résultat indiquait que le gene CDK5SRAPI était juste en dehors de la petite
région d’homozygotie de 9 Mb commune entre les 3 familles. Le séquencage de la totalité du
gene CDKSRAPI1 dans cette famille n’a pas mis en évidence de deuxieme mutation

hétérozygote, ce qui aurait pu étre en rapport avec la consanguinité ancienne de cette famille.

D- Génotypage par puces SNP 6.0 :

Nous étions donc en présence de 5 familles Algériennes consanguines, toutes

homozygotes sur des régions chevauchantes en 20 p12-ql12 et toutes originaires de la méme
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région du nord-est de 1’Algérie (Figure 28). L’analyse des 3 familles les plus informatives
(Algl39, Algl28 et Alg96) n’a pas permis de réduire I’intervalle de liaison alors que 1’analyse
des deux petites familles Alg28 et Algl42 apportait une piste nouvelle. Nous avons alors
décidé d’analyser par puces SNP haute densité « 6.0 », un atteint de chacune des 4 familles
Algl39, Algl28, Alg96 et Alg28. Cette nouvelle génération de puce permet de génotyper
plus de 900.000 SNP et 950.000 variations de nombre de copies (CNV).

Nous avons effectué cette analyse dans 3 buts :

¢ Confirmer ou exclure I’identité du petit haplotype homozygote de 9 Mb commun entre
les familles Alg96 et Alg28 (la famille Algl42 n’a pas été analysée en puce 6.0 parce
que I’effet fondateur avec la famille Alg96 était évident).

e Rechercher un éventuel tres petit haplotype commun entre les familles Alg139 et
Algl28, ce qui évoquerait un effet fondateur soit identique soit différent des familles
Alg96, Algl42 et potentiellement Alg28.

e Rechercher a I’aide des sondes CNV la possibilité de variations du nombre copies au
niveau des séquences codantes, qui indiqueraient la présence de mutations par délétion
ou duplication. En particulier une délétion ou duplication hétérozygote du gene
CDKSRAPI1 dans la famille Alg28 expliquerait le résultat inattendu obtenu avec cette

famille.

1-  Effet fondateur ou haplotype ancestral fréquent ?

Les résultats de I’analyse par puce 6.0 sont résumés sur la figure 29. Cette analyse a révélé
la présence d’un haplotype commun de 6 Mb entre les 3 familles Alg96, Alg28et de facon
inattendue également Algl39. De plus, un haplotype encore plus petit de 989 Kb a été
retrouvé également partagé avec la famille Algl28. A cause de la treés haute densité en SNP
des puces 6.0, plusieurs autres régions partagées entre différentes combinaisons de familles
ont été retrouvées. Ces régions sont visualisées par des barres noires sur la figure 29. Ces
régions d’haploidentité correspondent certainement aux blocs de déséquilibre de liaison

ancestraux tel que définit par HapMap.
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Figure 28 : Origine géographique des 5 familles Alg 128, 142, 96, 139 et 28 du nord-est
de ’Algérie et précisément de la région de Sétif.
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L’haplotype de 989 Kb commun aux 5 familles Algériennes se trouve sur le bras court en
région péri-centromérique. Il s’étend sur 989 Kb du SNP rs2274890 a la position 25,249,022
au SNP rs11906869 a la position 26,237,925 et comprend 6 genes (figure 30) qui ne figurent

pas parmi la liste des 27 geénes candidats du tableau 10.

Cet haplotype est couvert par 121 SNP. Nous avons reconstruit le génotype des 121 SNP
(exprimés en alleles AA, BB ou AB sur les puces 6.0) en bases nucléotidiques (C,T,G,A) et
nous avons confronté les génotypes SNP des 5 familles a ceux des populations HapMap les
plus proches : Africaine et CEU. L’haplotype de 121 SNP a été trouvé identique en tout point
a un haplotype représentant environ 5% des haplotypes présents a la fois dans la population

Africaine du Nigéria et dans la population CEU (originaire d’Europe).

Les 6 geénes localisés sur le bras court en 20p12 sont, du plus proximal vers le plus distal :
C200RF191, ZNF337, NANP, NLP, GINS1 et ABHDI12. La limite distale de cette région a
la position 25,249,022 interrompt le géne ABHD12 au niveau de son quatrieme intron. Nous
avons séquencés toutes les séquences codantes comprises dans I’intervalle de 989 Kb chez les
atteints et sains des 5 familles et aucune mutation n’a été retrouvée, suggérant (i) soit qu'une
mutation se trouve en dehors de I'intervalle de 989 Kb, mais dans I’invervalle de 6 Mb
commun entre Algl139, Alg96, Algl42 et Alg28 et qu’Algl128 porte une mutation différente,
(i1) soit qu’une mutation commune aux cinq familles se trouve en dehors des séquences

codantes.

2- Le gene CDK5RAPI1 :

L’effet fondateur entre les familles Algl139, Alg96, Algl42 et Alg28 exclut le gene
CDKS5SRAPI. Les 12 sondes CNV localisées prés des exons de ce géne n’ont pas montré de
gain (duplication) ni de perte d’allele (hémizygotie) chez I’atteint de la famille Alg28, en
accord avec I’effet fondateur en dehors de ce gene. De plus, aucune variation CNV n’a été

identifiée sur les régions d’homozygotie du chromosome 20 de I’ensemble des familles.
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E- Identification de 2 mutations dans le gene ABHD12 :

Au mois de Décembre 2008, nous avons recu de la part de nos collaborateurs allemands
de Bonn, une nouvelle famille d’ataxie récessive originaire des Emirats Arabes Unis. Nous
avons analysé cette famille par puce SNP 10K, une homozygotie sur le chromosome 20 au
méme locus que les familles Algériennes a été retrouvée. Cette famille « G21 » consanguine
au premier degré est composée de 10 membres : 3 atteints, 5 sains et les 2 parents. Les ADN
de tous les membres de la famille étaient disponibles. L’analyse des marqueurs microsatellites
sur I’ensemble des membres de la famille (Figure 31) montrait une ségrégation parfaite avec
I’intervalle de 6 Mb identifié dans les familles Algériennes (LOD score de 3.02 en faveur de

la liaison), confirmant ainsi les résultats de liaison obtenus sur les familles Algériennes.

Nous avons tout de suite entamé le séquencage des 6 genes compris dans I’intervalle de
1 Mb dans cette famille. Ce travail a été réalisé par Nathalie Drouot. Une délétion de tout
I’exon 1 du géne ABHDI12 a été retrouvée chez les 3 atteints de la famille Emiratie (Figure
32). Cette délétion a été confirmée avec plusieurs jeux d’amorces PCR couvrant un minimum
de 15 Kb. Une PCR longue de ce fragment de plus de 15 Kb sur le chromosome 20 utilisant
une amorce sens a la position 25,312,162 (dans I'intron 0 du gene ABHD12) et une amorce
antisens a la position 25,327,635 (dans l'intron 1 du gene ABHDI12), montre une
amplification d’un fragment de 2000 pb chez les 3 atteints et 3 sains hétérozygotes et

I’absence d’amplification chez 2 contrdles sains (homozygotes sains)(Figure 33).

Nous sommes alors revenus vers nos 5 familles Algériennes chez lesquelles nous
n’avions séquencé que les 4 premiers exons du gene ABHD12, pour séquencer les 7 exons
restants. La méme insertion de 7 pb, c.852_853insTAAGAGC, a été retrouvée dans 1’exon 9
des 4 familles Alg139, Alg96, Algl42 et Alg28. Les trois premiers nucléotides insérés, TAA,
sont en phase avec le cadre de lecture, entrainant ainsi I’apparition d’un codon STOP
prématuré, p.His285Xfs1X (Figure 34). La présence de la délétion de I’exon 1 dans la famille
émiratie et de la mutation tronquante dans 4 des familles Algériennes démontre qu’ABHD12

est le géne défectueux dans cette nouvelle forme d’ataxie.
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Aucune mutation n’a été retrouvée chez la famille Algl28, suggérant soit que la
mutation se trouve dans les séquences non-codantes, soit que le gene muté chez Algl28 est

différent.

Comme je 1’ai décrit dans le chapitre Introduction.IILE , ABHDI12 localisé en 20p12
code pour une hydrolase du 2AG. Ce geéne est composé de 13 exons, il code pour une protéine
de 404 acides aminés, qui comporte un site catalytique sérine-histidine-aspartate responsable

de son activité catalytique.

Les 3 patients émiratis sont agés (en 2009) de 24, 20 et 6 ans. Leur présentation
clinique, résumée dans le tableau 11, rappelle celle du syndrome Refsum Like décrit dans le
chapitre Introduction.E « les loci d’ataxies récessives ». Les 7 patients Algériens porteurs de
la mutation c¢.852_853insTAAGAGC présentaient une clinique moins homogene. Les

caractéristiques cliniques des 10 patients sont résumées dans le tableau 11.
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Haplotypes
- communs
homozygotes

chr. 20
Alg28 [
Alg 142 C 9 Mb/1950 SNP /60 génes
Alg 96
}UgISQ— 6 Mb/650 SNP /33 génes
Alg 128 989 Kb/ 121 SNP /6 génes

307 108 112 104

Figure 29 : Zones d’homozygotie détectées par les puces SNP 6.0.

En couleur noire et jaune sont représentés les haplotypes communs révélés par la puce 6.0. Ces
haplotypes sont superposés aux résultats des puces 10 et 50K (représentés en bleu) générés par
HomoSNP. Cen : localisation du centromere du chromosome 20. La famille 142 n’a pas été analysée
par puce 6.0, les suppositions de résultats de puce 6.0 pour cette famille sont fondées sur un effet

fondateur évident.
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Figure 30 : La reconstruction de ’haplotype en bases nucléotidiques et les 6 génes
compris dans les 989 Kb

157




PR LR

PR SR

25 Piv a0

FA IR

25 R

P TR ITRAY]

25 7RR 180

FAE CLE IS P

PR B ERUL

AL E (1 L B

LR PR

LS I FAE ) |

AR AR

ERI Y]

LU B R R

Pt
resE/1
[EFZIARN 1] |
DAOSSTEG
[rOss1R 7
DrossIPS
(F2088TP
[EFAUANN | 2
(rusiol
DrviLL
(08200
DIOSETR
[ESZEAITTR
(O AN

£ 1t
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Figure 32 : Résultats de la réaction PCR de I’exon 1 du géne ABHD12

La Famille émiratie G21 : (Patient 1 et 2, deux fréres sains) ; 5 contrdles sains non

apparentés, MT : marqueurs de taille

Figure 33 : Résultats de la réaction PCR longue de ’ADN génomique couvrant la

délétion de plus de 15Kb qui englobe I’exon 1 du gene ABHD12

La Famille émiratie G21: 3 atteints (Patients 1,2et 3 : porteurs de la délétion a 1’état
homozygote) et 3 sains hétérozygotes pour la délétion (une sceur et 2 freres sains ); 2

contrdles sains (Contrdle 1 et 2) non apparentés.
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Controle

Patient

Individu sain
hétérozygote

pour la mutation

I
CTAAL EE;TCC'TTTTE-GT[

Insertion de 7 pb

T A 'G.'-GC'IE'.”'I'CC.-I'I'TTC.'-GT
I

]

CTAAGR

Figure 34 : Résultats du séquencage du gene ABHD12

chez les familles Algériennes 139, 142, 96 et 28.

160



Tableau 11: Caractéristiques cliniques des patients porteurs de la mutation dans le géne ABHD12

Famille 1 (ALG139)

Famille 2 (ALG96)

Famille 3 (ALG142)

Famille 4 (ALG28)

Famille 5(G21)

Patient P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10
Age du début (ans) 4 5 9 10 20 12 12 6 naissance naissance
Sexe M F F M F F F M M F
. e m _— e m _— e wnmlm e wnmlm e wezaien e nesaien e me taiem Emirat arabes Emirat arabes Emirat arabes
Origine Algérie "Constantine Algérie "Constantine Algérie "Mila Algérie "Mila Algérie "Sétif Algérie "Sétif' Algérie "Sétif' R R R
unis unis unis
durée de la maladie
11 10 17 34 12 16 9 18 20 6
(ans)
Ataxie cérébellause + + + + + +
Dysarthrie - - + + + muet + +
Atteinte sensitive - - + + + + + +
Reflexes osteéo- abolis abolis
tendineux aux M.inf aux M.inf
Signe de Babinski + + + + + ND ND neutre + neutre
Fasciculation de la .
ND ND + macroglossie ND ND ND ND ND ND
langue
dystrophie
. rétinienne dystrophie
Anomalies nystagmus glaucome R L
i i . BAV nystagmus horizontal rétinienne
oculomotrice / horizontal - nystagmus amblyopie . ND ND R -
L i amblyopie et vertical saccades
acuité visuelle horizontal .
saccades hypométriques
hypométriques
cataracte droite antérieure et antérieure et L.
Cataracte - - e ND ND ND ND L. L. postérieure
decollement rétinien postérieure postérieure
- . ieds creux ieds creux
Anomalie dysmértie des pieds plats P L P L . . . .
X L. dysmértie des ND dysmértie des pieds creux pieds creux pieds creux pieds creux -
squelettique membres > et< dysmétrie M>.sup
membres <et> membres >
Amyotrophie - - ND ND ND ND ND - distale distale M<
o o . o . R . sensorielle . .
Surdité - - surdité de perception surdité de perception bilatérale hypoacousie gauche ND bilatéral sensorielle sensorielle
ilatérale
Retard mental - - ND + - ND ND - - -
IRM/Scanner atrophie atrophie atrophie atrophie atrophie ND ND atrophie atrophie
cérébral cérébelleuse vermienne vermienne vermienne cérébelleuse cérébelleuse cérébelleuse
neuropathie
neuropathie neuropathie axonale démyelinisante i i
EMG ND ND JVCM, L VCES, L, p . P . ’ i - ’ ND NAYe mv?vt.nces Jven mt.)t.nces ND
démyélinisante sensori-motrice sensori-motrice etsensitives etsensitives
chronique
[
. . . . . . . p-Metl_Phel05del
Mutation €.852_853insTAAGAGC .852_853insTAAGAGC €.852_853insTAAGAGC €.852_853insTAAGAGC €.852_853insTAAGAGC €.852_853insTAAGAGC €.852_853insTAAGAGC [ délétions de [
p.His258Xfs1X p.His258Xfs1X p.His258Xfs1X p.His258Xfs1X p.His258Xfs1X p.His258Xfs1X p.His258Xfs1X p.Metl_Phe105del AN p.Met1_Phe105del

mitochondrial
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Discussion et perspectives
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Discussion et perspectives

I- Pertinence de la Classification clinico-biologique :

Les ataxies autosomiques récessives représentent un groupe complexe et hétérogene
de pathologies congénitales ou neurodégénératives. La premiere classification fut proposée en
1983 par Harding. Les ataxies bien caractérisées en 1983 étaient peu nombreuses, ce qui a
permis une classification clinico-génétique des ataxies héréditaires selon leur mode de
transmission et les signes cliniques les caractérisant (Harding, 1983). En 2003 Koenig a
proposé une classification (Tableau 1) qui s’appuie sur le site principal de la dégénérescence :
ataxies cérébelleuses pures, ataxies sensitives et spino-cérébelleuses, ataxies cérébelleuses
avec neuropathie sensitivo-motrice. Cependant, le site de 1’atteinte n’est pas toujours évident
a déterminer en pratique clinique. Il peut par exemple s’avérer difficile de différencier
cliniquement une atteinte cérébelleuse d’une atteinte spino-cérébelleuse notamment lorsqu’il
existe une neuropathie associée. De plus, le site de I’atteinte peut varier en fonction des
patients au sein d’une méme entité. En 2008 Lagier-Tourenne a proposé une classification
basée sur les mécanismes moléculaires impliqués. Cette classification intéressante sur le plan
physiopathologique ne permet cependant pas de classer certaines ataxies telles que ARSACS
et ARCAT1 dont le mécanisme moléculaire n’est pas encore bien établi. Aucune classification
ne fait a ce jour I’objet d’'un consensus, probablement en raison de la complexité et de
I’hétérogénéité phénotypique et génotypique des ataxies récessives, et de 1’intérét propre de

chaque type de classification.

J’ai été amenée durant ce travail de these a décortiquer les renseignements cliniques
adressés par les praticiens afin d’orienter la recherche de mutation dans des geénes ou loci
d’ataxies connues. Devant le grand nombre d’ataxies récessives et le chevauchement clinique
entre certaines formes, les neurologues référents se sont aidés des signes d’orientation
clinique et/ou biologique pour orienter directement la recherche de mutations vers le
séquencage du gene en cause. Cette stratégie reste cependant treés imprécise du fait de
I’absence de signes pathognomoniques pour une grande partie des ataxies. D’autant plus que
chez des patients qui consultent a un age tres jeune, le tableau clinique est encore souvent

incomplet.
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J’ai donc choisi de présenter dans ce manuscrit les ataxies récessives selon une
classification utilisée par les neurologues en pratique clinique. Cette classification ne reflete

en aucune facon la complexité, ni I’hétérogénéité phénotypique et génotypique des ataxies.

I1- Stratégie de clonage positionnel et diagnostic par cartographie par homozygotie :

Les familles de patients dont les parents sont consanguins permettent de développer de
nouvelles stratégies d’analyse des maladies récessives rares, a la fois pour I’identification de

nouveaux genes et pour 1’ orientation diagnostique dans le cas de syndromes hétérogenes.

A- Limites de la stratégie de clonage positionnel :

En 1995, Francis Collins, donnait son sentiment sur le succes des identifications de
genes par approche fonctionnelle (candidate), positionnelle ou candidat positionnel (Figure
16). Quinze ans apres, ses prévisions semblent assez réalistes, avec une importance croissante
des découvertes par étude de candidat positionnel dans un intervalle plus ou moins fin, au fur
et a mesure que le nombre de génes connus et cartographiés augmente.

Cependant, il faut étre tres prudent avant d’entreprendre un travail fonctionnel ciblé
sur un gene candidat unique, car cette analyse peut facilement dérouter du vrai géne en cause.
La poursuite, en parallele, des travaux de cartographie fine peut permettre de préciser la
position du gene recherché et, éventuellement, de positionner le mauvais candidat a
I’extérieur du segment. Ce cas de figure est bien illustré par le gene CDK5SRAP1 qui constitue
un excellent candidat en tant que protéine mitochondriale, a noyau fer-soufre et exprimée a
des taux élevés dans le SNC, en raison de la similitude physiopathologique avec I’ataxie de
Friedrich et 1’ataxie/anémie sidéroblastique liée a I’X. Pourtant la confirmation d’un effet
fondateur ancien dans nos familles Algériennes par 1’analyse avec les puces SNP 6.0 a
clairement démontré que ce gene se situe en dehors de I’haplotype commun, rendant par la

méme son étude inutile.
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B- Nous avons également utilisé la stratégie de cartographie par homozygotie

comme méthode d’aide au diagnostique d’ataxies récessives connues (manuscrit 1) :

Nous avons pu identifier 10 mutations chez 11 familles homozygotes dans une région
qui chevauche avec un des 4 genes d’ataxie connue choisis. Cette stratégie s’est avérée
efficace pour le diagnostic de I’ataxie du Charlevoix-Saguenay. Nous avons pu retrouver 6
mutations dans le géne de la sacsine dans les 6 familles homozygoteS dans le locus du
ARSACS. La présentation clinique chez les patients des 6 familles bien que compatible,
n’était pas suffisante pour orienter le diagnostic. La présentation clinique et paraclinique des
familles #7, #9 et #11 (AOA1, AOA2, A-T) aurait par contre été a elle seule suffisante pour
orienter le séquencage direct du géne en cause sans analyse préalable par puce SNP (Barbot,
et al., 2001b; Taylor and Byrd, 2005). Chez les 2 patients de la famille 8, L’age de début
tardif a 16 et 32 ans et I’absence de neuropathie motrice malgré une longue évolution de la
maladie, ont clairement justifié 1’analyse par puce. Le diagnostic d’AOA1 dans cette famille
n’avait pas du tout été suspecté préalablement. L’absence d’élévation du taux d’alpha foeto-
protéine (AFP) chez les atteints de la famille #10 chez laquelle aucune mutation n’a été
retrouvée dans le gene ATM, nous laisse penser qu’il peut s’agir soit d’une forme atypique de
A-T avec AFP normale et mutation en dehors de séquences codantes ou d’une nouveau gene

d’ataxie récessive localisé en 11q21-23.

Malgré I’efficacité constatée de notre stratégie pour la recherche de mutations dans les
4 genes choisis, nous avons constaté que chez la majorité des familles étudiées (87 familles
restantes) la mutation en cause n’est localisée dans aucun de ces 4 genes. Ces mutations sont
donc soit dans d’autres geénes d’ataxie plus rares, ou comme le montre ce travail dans des
genes non encore identifiés tels qu ABHD12. D’autre part, I’efficacité de cette stratégie
pourrait étre due au choix des 4 genes responsables d’ataxies «relativement » fréquentes,
apres ’ataxie de Friedreich et I’AVED, dans les populations concernées (Tazir, et al., 2009).
Cette efficacité chute dramatiquement pour 1’ataxie SANDO, qui semble étre apparemment

trés rare parmi nos familles.

Il ne faut pas oublier que le seuil d’homozygotie fixé a 20 et 35 SNP, nous a probablement
amené a exclure de notre étude de tres petites régions homozygotes. Ces régions peuvent étre

165



dues a une consanguinité €loignée comme le montre le patient 4 de la famille 1. D’autre part,
les régions petites par le nombre de SNP ne correspondent pas forcément a des régions de
petite taille, en effet la couverture en SNP est variable d’une région a une autre. Le cas de la
famille 6 illustre cette discordance entre nombre de SNP et taille en Kb, une région de 23 Mb
étant couverte par seulement 27 SNP. L’utilisation de puces plus denses en SNP (les puces
250K ou 6.0) nous permettrait d’éviter ces écueils. Il est aussi important de noter que cette
stratégie de cartographie par homozygotie sera un piege diagnostique pour les treés rares cas
ou le patient porte deux mutations hétérozygotes composites, malgré I’existence d’une
consanguinité chez ses parents. En effet, la consanguinité étant fréquente dans les populations
étudiées, elle pourrait coincider par hasard avec une maladie récessive dans une famille

donnée.

III-  Les patients avec mutations du gene ABHD12 définissent une nouvelle entité

clinique :

L’identification d’une mutation homozygote du gene ABHDI12 dans 5 familles non
apparentées permet de définir une nouvelle entité clinique de présentation cependant tres
hétérogene. En effet chez les 4 familles Algériennes pourtant porteuses de la méme mutation,
I’age de début de la maladie varie entre 4 et 20 ans. La famille Alg 139 présente une clinique
différente des autres familles; sans dysarthrie, ni cataracte, ni surdité. Il faut cependant noter
que les patients atteints dans cette famille malgré un age de début précoce (4 et 5 ans), sont
ceux qui présentent la durée d’évolution de la maladie la plus courte ce qui pourrait expliquer

un tableau clinique encore incomplet.

La traduction néonatale décrite chez les atteints de la famille G21, nous amene a penser
qu’il s’agit d’une nouvelle forme d’ataxie congénitale, d’autant plus que la patiente P10
présentait une diminution des mouvements actifs feetaux. Le tableau clinique chez cette
famille est le plus sévere, les 3 atteints présentent une surdité sensorielle bilatérale, une
cataracte et 2 patients parmi 3 ont une dystrophie rétinienne. Le reste du tableau clinique est
homogene chez les 5 familles : une ataxie cérébelleuse, des reflexes abolis aux membres
inférieurs, une atrophie cérébelleuse et une atteinte sensitive sont notés pratiquement chez
tous les patients. L'EMG quand il est fait révele chez tous les patients une atteinte sensitivo-

motrice.

166



Il est important de noter 1’évolution tres lentement progressive de la maladie chez les
patients d’origine Algérienne, le patient P4 apres 34 ans d’évolution de la maladie n’a pas
perdu son aptitude a marcher. Le SARA score a été évalué seulement chez les patients

émiratis, il est noté du patient le plus agé au plus jeune a 2/40 ; 27/40 ; 18.5/40.

Tel que mentionné dans le chapitre II-E : « Les Loci d’ataxie récessive », le locus PHARC
publié au mois de Janvier 2009 par 1’équipe du Professeur Laurence Bindoff localisé sur le
chromosome 20 (Fiskerstrand, et al., 2009) chevauche non seulement avec le locus SCAR6
mais aussi avec la zone homozygote retrouvée dans les 5 familles Algériennes et la famille
Emiratie. Fiskerstrand et collegues ont rapporté ce locus en le décrivant comme une maladie
Refsum like chez une famille Norvégienne différente et non apparentée a celle liée au locus
SCARG6 (Tranebjaerg, et al., 2003). La présentation clinique de cette famille est similaire en
quelques points a celle de nos familles Algériennes. L‘age de début est treés variable entre les
3 atteints (12, 37 et petite enfance), le tableau clinique associe une neuropathie périphérique
sensitivo-motrice, une cataracte précoce et une surdité neurosensorielle. Une dégénérescence
tapéto-rétinienne est aussi observée chez les 3 atteints, rappelant la maladie de Refsum et
I’ataxie avec abétalipoproteinémie (Singer, et al., 1952). Contrairement a la maladie de
Refsum aucune anomalie dermatologique n’est observée. Un taux normal d’acide phytanique
chez les 3 atteints a permis d’exclure le diagnostic de maladie de Refsum.

Nous avons contacté le Pr Bindoff, qui a trouvé indépendament une mutation dans cette
famille dans le méme géne ABHDI12. Un manuscrit en collaboration est en cours de

rédaction.

La présence de plusieurs mutations dans ABHDI12 chez des familles de différentes
origines suggere qu’il s’agit d’une forme d’ataxie récessive plus fréquente qu’on ne le pensait,
et qu’il serait intéressant de trouver un marqueur biologique évocateur de ce syndrome afin
d’orienter le diagnostic étiologique chez les patients présentant un tableau clinique similaire a
celui de nos patients. Nous pouvons suggérer que l’absence d’élévation du taux d’acide
phytanique associé a un tableau clinique « Refsum Like » sans atteinte cutanée, est un

marqueur d’orientation biologique vers une mutation du gene ABHD12.
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IV- PHARC et SCARG : deux entités différentes

Il existe un chevauchement phénotypique entre les deux syndromes, PHARC et SCARG6,
incluant un début précoce, une évolution peu progressive, une cataracte, une atrophie
cérébelleuse et I’absence de dysmorphie faciale. Cependant les différences majeures entre ces
deux affections sont la surdité neurosensorielle, la dystrophie rétinienne et 1’atteinte
périphérique sensitivo-motrice dans le PHARC, et la présence d’une petite taille, une
spasticité, une atteinte pyramidale et une hypotonie dans le SCAR6. Ceci suggere que, bien
qu’étant localisées dans la méme région du chromosome 20, PHARC et SCARG6 sont deux
entités cliniques distinctes. La réponse définitive dépendra du résultat du séquencage du gene

ABHDI2 dans la famille SCARG6 (Tranebjaerg, et al., 2003).

Concernant les anomalies neurosensorielles, elles sont au premier plan dans le PHARC a
type de cataracte, dystrophie rétinienne et surdité. Il serait aussi intéressant de tester la
nociception chez ces patients. Il est intéressant de noter que tous nos patients présentent une

hypoacousie.

V- La famille Alg 128 : ABHD12 ou SCARG6

Comme mentionné dans le chapitre résultat, la famille Algl28 composée de 3 atteints est
liée uniquement au locus du chromosome 20. L’évidence de la liaison de cette famille ; qui ne
portait aucune mutation dans les séquences codantes du géne ABHDI2 au chromosome 20
nous laisse penser qu’il existerait un autre gene d’ataxie récessive que ABHDI12 et que cette
famille pourrait effectivement étre liée au locus SCAR6 tout comme la famille publiée en
2003 par Tranebjaerg (Tranebjaerg, et al., 2003). La présentation clinique chez cette famille
est pourtant similaire a celle des familles mutées dans ABHD12. La symptomatologie débute
vers 1’age de 3 ans et I’évolution est peu progressive. Les patients présentent en plus de
I’ataxie cérébelleuse, la dysarthrie et I’atrophie vermienne ; une dysphagie, une hypoacousie,
une baisse de I’acuité visuelle avec amblyopie. En faveur cependant d’une similitude avec le

tableau SCARG6, une petite taille et des pieds plats ont été notés dans cette famille.
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L’absence de mutation dans le géne ABHD12 dans la famille Alg128 met en évidence les
difficultés de la stratégie de clonage positionnel face a I’hétérogénéité clinique et génétique
des maladies étudiées. En effet avant I’identification de la mutation dans ABHD12 et a cause
de la présence d’une certaine similitude clinique et de la méme origine géographique partagée
par les 5 familles Algériennes, nous pensions que la famille Algl28 porterait la méme
mutation que les 4 autres familles liées au chromosome 20, ce qui nous a fait rechercher la
présence d’un tres petit haplotype commun entre les 5 familles. A la lumiere du résultat des
mutations, il apparait que le petit haplotype commun de 121 SNP identifié avec les puces 6.0
et que I’on pensait fondateur sur 989 Kb est en fait un artéfact dii a la structuration du génome
humain en blocs de déséquilibre de liaison. La comparaison des haplotypes avec ceux du
projet HapMap permet de tester la significativité des effets fondateurs sur de petit haplotype.
Cependant, en cas de mutation ABHD12 dans la famille SCARG6, il faudra alors rechercher

une mutation dans la famille Alg128 en dehors des séquences codantes d”’ABHD12.

VI-ABHD12/ ABHDS :

Le spectre clinique des mutations retrouvées dans le gene ABHD12 rappelle en certains
points celui des mutations dans le gegne ABHDS. Comme je 1’ai précisé dans le chapitre IV,
ABHDS est une o/ hydrolase qui ne possede aucune activité catalytique directe a cause de la
présence d’une Asparagine (N153) a la place de la Sérine nucléophile (Simon and Cravatt,
2006). Elle est responsable de la stimulation de 1’hydrolyse des Triglycérides par 1’ Adipose
triglycéride lipase (ATGL). Une perte de fonction dans ABHDS a été impliquée dans le
syndrome de Chanarin-Dorfman, une trouble autosomique récessif du métabolisme inné des
lipides neutres. Cette perte de fonction est responsable d’une accumulation multi-systémique
des triglycérides, avec tout de méme des concentrations de TG plasmatiques normales
(Brown, et al., 2007; Doganci, et al., 2005; Lefevre, et al., 2001; Schweiger, et al., 2009). Le
syndrome Chanarin-Dorfman a été¢ décrit pour la premiere fois en 1974 par Dorfman et al
(Dorfman, et al., 1974), une seconde observation de la méme symptomatologie fiit faite en

1975 par Chanarin et al (Chanarin, et al., 1975).

La symptomatologie est d’installation précoce vers 1’dge de 5 ans, elle comprend une
ataxie, une cataracte, un nystagmus, une surdité neurosensorielle, une aréflexie, une
dégénérescence lipidique du foie avec hyper-proteinorrachie. La mutation responsable a été
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identifiée en 2001 par Lefevre et al chez 9 familles du bassin méditerranéen. ABHDS a par
ailleurs été retrouvée sous-exprimée dans le cortex moteur chez des patients atteints de

pathologies neurodégénératives (Saris, et al., 2009).

VII- Implication des endocannabinoides dans la neuro-dégénérescence et la neuro-

inflammation :

L’identification de mutations dans le géne ABHD12 dont un substrat potentiel est I’acide
2 arachidonique-glycérol, I’un des deux endocannabinoides du systeme nerveux central, ouvre

la voie vers la compréhension du mécanisme physiopathologique dans le PHARC

Pendant longtemps on a pensé que la relation entre neuro-dégénérescence et neuro-
inflammation est une relation de cause a effet, aussi bien dans un sens que dans I’autre. Et que
par exemple dans la sclérose multiple la perte neuronale était conséquente a la
démyélinisation axonale, alors que dans les maladies neurodégénératives la réaction
inflammatoire gliale (ou gliose réactive) est la conséquence de la mort neuronale (Centonze,

et al., 2007).

Cette relation de cause a effet a été reconsidérée depuis quelques années, en effet il est
apparu que les deux phénomenes: neuro-inflammation et neuro-dégénérescence, se
produisent en parallele et qu’ils sont régis par les mémes mécanismes moléculaires (Aktas, et
al., 2005; Allan, et al., 2005; Babcock, et al., 2005; Block and Hong, 2005; Linker, et al.,
2005). Depuis 1’établissement de cette nouvelle relation, une nouvelle approche thérapeutique
associant neuro-protecteurs et anti-inflammatoires a pris toute sa place quelque soit la nature
de la lésion primaire. Une telle approche est d’autant plus justifiée qu’une monothérapie anti-
inflammatoire ou neuro-protectrice provoque réciproquement une aggravation de la neuro-

dégénérescence ou de la neuro-inflammation (Chaudhuri, 2005).
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A- Implication de la neuro-inflammation dans la neuro-dégénérescence

L’identification des cellules microgliales et des astrocytes en tant que composants
actifs dans la réaction inflammatoire du SNC a permis la compréhension de cette relation
(Maragakis and Rothstein, 2006). L’activation de 1’astroglie est responsable aussi bien de la
protection que de la neurotoxicité durant la neuro-dégénérescence. La microglie a un role
protecteur contre les infections bactériennes et virales, une sur-activation due a une neuro-
dégénérescence excessive est 1étale pour les neurones sains avoisinants. En effets plusieurs
marqueurs de I’inflammation sont retrouvés a des taux élevés dans le liquide cérébro-spinal et
dans les tissus nerveux chez des patients atteints de maladie d’Alzheimer, de Parkinson et de

SLA (Block and Hong, 2005; Bonifati and Kishore, 2007).

B- Implication de la neuro-dégénérescence dans la neuro-inflammation

Le neurone est connu pour étre une cible inhabituelle des maladies inflammatoires
(Zipp and Aktas, 2006). En effet, dans les conditions physiologiques un neurone n’exprime
pas de molécules CMH. Cependant, le compartiment neuronal du SNC est fréquemment sujet
a des attaques durant la réponse inflammatoire contre les cellules gliales, cette réponse anti-
inflammatoire auto-immune peut par contre freiner la neuro-dégénérescence, démontrant la

complexité de cette relation (Schwartz, 2005).

C- Implication des EC dans la neuro-dégénérescence : une nouvelle voie

de signalisation impliquée dans les ataxies récessives.

L’implication des deux principaux endocannabinoides (AEA et 2AG) dans les
phénomenes de neuro-dégénérescence et de neuro-inflammation est maintenant bien établie.
La découverte en 2006 (Bisogno, et al., 2006) d’inhibiteurs de la diacyl-glycérol lipase
suggere qu’il est possible de disséquer la voie du 2AG et de I’AEA dans les pathologies
neurologiques. De plus I'identification d’inhibiteurs de la MAGL, s’est avérée d’une grande
aide pour instaurer une thérapie adaptée selon I’endocannabinoides le plus incriminé. En effet
le 2AG et AEA ont des profils d’interaction différents vis-a-vis des récepteurs CB1 et CB2.
CBI1 est plus exprimé dans le SNC, il a une grande affinité pour le 2AG (Pertwee, 2005a;
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Pertwee, 2005b; Pertwee, 2005c). CB2 est retrouvé beaucoup plus dans les tissus
périphériques il constitu aussi une cible privilégiée du 2AG. AEA apparait par contre comme
un agoniste des récepteurs TRPV1 (Di Marzo, et al., 2006). Des agonistes des récepteurs
CBI1 au méme titre qu’une surexpression du 2AG sont responsables d’un effet anti-nociceptif
périphérique et anxiolytique central (Calignano, et al., 1998; Jaggar, et al., 1998a; Jaggar, et
al., 1998b; Jaggar, et al., 1998c). Ces constatations suggerent fortement que des modulateurs
du taux du 2AG dans le SNC sont plus adaptés dans le traitement des maladies
neurodégénératives que dans les maladies neuro-inflammatoires (Centonze, et al., 2007).
Centonze et al. a ainsi proposé un équilibre entre neuro-dégénérescence et neuro-

inflammation et entre 2AG et AEA, illustré par la Figure 35.

La mutation ABHDI12 retrouvée chez les familles Algériennes étudiées dans ce travail est
a ’origine d’un codon STOP prématuré, qui comme le montre la figure 36, interrompt la
triade catalytique 45 acides aminés avant 1’acide aspartique. Cette mutation est donc
probablement a I’origine d’une perte de la fonction d’hydrolyse du 2AG dans le SNC. Une
premiere hypothese postule que 1’accumulation du 2AG va occasionner une sur-activation des
récepteurs CB1 au niveau central et faire pencher la balance vers la neuro-dégénérescence.
Une seconde hypotheése non contradictoire avec la premiere; suppose que le 2AG non
hydrolysé par ABHD12, va étre acheminé vers la voie d’oxydation par COX2. La Figure 11
illustre qu’une inactivation d’ABHD12, va dévier le 2AG vers la voie d’oxydation par la
COX2, et provoquer ainsi une surproduction du PGE. La présence de PGE en quantités
neurotoxiques est a 1’origine du maintient de I’'inflammation du SNC et de la neuro-
dégénérescence (Centonze, et al., 2007; Maccarrone, et al., 2007; Yang and Chen, 2008;
Yang, et al., 2008).

Le r6le du 2AG dans le systeme olfactif et au niveau de la rétine a été suggéré dans des
modeles murins. Ce role est illustré par la présence de récepteurs CB1 au niveau des noyaux
olfactifs antérieurs et du bulbe olfactif (Elphick and Egertova, 2001). La présence des
récepteurs CB2 au niveau des cellules ganglionnaires de la rétine, indiquerait un réle neuro-
protecteur du 2AG contre le glaucome (Lu, et al., 2000). Ceci expliquerait la présence d’une
atteinte rétinienne associée a I’ataxie chez nos patients. Elphick MR 2001 a démontré par

ailleurs I’'implication des endocannabinoides via les récepteurs CB1 au niveau des ganglions
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de la base dans le controle du mouvement (Elphick and Egertova, 2001). Szabo et al a montré
en 1998 que les cannabinoides sont a la fois excitateurs et inhibiteurs du mouvement, ces
deux actions sont exercées via deux voies de signalisations distinctes (Szabo, et al., 2002).
Parallelement 1'endocannabinoide peut activer des récepteurs situés sur les corps cellulaires
des neurones dopaminergiques ou sur les terminaisons de leurs afférences glutamatergiques
(Mezey, et al., 2000; Szabo, et al., 2002). Dans le premier cas, l'activation de ces récepteurs
réduit I'activité des neurones dopaminergiques, d'ou une diminution de l'activité motrice. Dans
le second cas, via les mémes récepteurs elle augmente la libération du glutamate par les
terminaisons des afférences du NST, d'oll une augmentation de 1'activité motrice (Li, et al.,

2009; Martinello, et al., 1998).

Enfin, devant toutes ces constatations il serait tres intéressant de doser chez nos patients
mutés pour ABHD12, le taux du 2AG et de reproduire la perte de fonction d’ABHD12 dans
un modele cellulaire (neurones) ou murins. Reproduire de tels effets in vivo ou in vitro serait
d’autant plus intéressant qu’il devient maintenant facile grace aux antagonistes de CBI1 et
CB2 et aux inhibiteurs d’ABHD12 de mimer une mutagénese dirigée. Un sauvetage du
modele ABHD12 cellulaire ou murin par inhibition spécifique des recepteurs CB1 ou CB2, ou
des deux, grace aux antagonistes spécifiques ferait la preuve de I’'implication directe des
endocannabinoides dans 1’ataxie récessive liée au gene ABHD12. Une fois les mutations
identifiées, plusieurs approches peuvent donc €tre poursuivies pour tester le statut
d’ABHDI12 : étude de I’expression du gene pour déterminer les tissus dans lesquels il

s’exprime, étude de la fonction par inactivation de gene (knock-out) in vivo ou in vitro.
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Figure 35 : Equilibre entre neuro-dégénérescence et neuro-inflammation

(D'apres Centonze, et al., 2007)

MRKRTEPVALEHERCAAAGSSSSGSAAAALDADCRLKONLRLTGPAAAEPRCAADAGMKR
ALGRRKGVWLRLRKILFCVLGLYIAIPFLIKLCPGIQAKLIFLNEFVRVPYFIDLKKPQDQ
GLNHTCNYYLQPEEDVTIGVWHTVPAVWWKNAQGKDOMWYEDALASSHPITLYLHGNAGT
RGGDHRVELYKVLSSLGYHVVTEDYRGWGDSVGTPSERGMTYDALHVEDWIKARSGDNPV
YIWGHSLGTGVATNLVRRLCERETPPDALILESPFTNIREEAKSHPEFSVIYRYFPGEDWE
FLDPITSSGIKFANDENVKHISCPLLILHAEDDPVVPEFQLGRKLYSTAAPARSERDEKVQ
FVPFHSDLGYRHKYIYKSPELPRILRPQQOGPGSSPDPSMWSELV

Figure 36: Prédiction des domaines d’ABHD12 :

Domaines transmembranaire d’ABHD12 soulignés en rouge, le corps alpha/beta hydrolase
souligné en vert, la triade catalytique S(246)-D(332)-H(366) colorée en jaune
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Résumé

Le diagnostic des pathologies héréditaires rares devient de plus en plus difficile a cause de leur
origine multigénique. Cette multigénicité est tres bien illustrée par les ataxies autosomiques récessives.
A ce jour 14 genes responsables d’ataxies autosomiques récessives ainsi que plusieurs loci ont été
identifiés. Cependant plusieurs genes restent a découvrir. J’ai dans ce travail adopté une stratégie de
clonage positionnel, et plus précisément de cartographie par homozygotie utilisant les puces de

génotypage SNP a la recherche de nouveaux genes impliqués dans les ataxies récessives.

Jai dans un premier temps procédé a la validation de la stratégie de cartographie par
homozygotie en utilisant les puces SNP Affymetrix pour identifier les patients consanguins porteurs
de mutation dans I'un des genes d’ataxie récemment identifié. Pour cela, j’aianalysé 97 familles
consanguines. J’ai choisi de m’intéresser aux 4 genes codant pour I’aprataxine (AOAL1), la senataxine
(AOA2), la sacsine (ARSACS) et la protéine ATM (AT), pour lesquels le séquencage exhaustif était
disponible. Parmi les 97 familles analysées par puce, 11 familles présentaient des régions
homozygotes partagées par les atteints d’une méme famille et chevauchantes avec un des 4 geénes
étudiés. Notre stratégie s’est révélée efficace, en effet une mutation a été retrouvée par séquencage du
gene inclu dans la région homozygote partagée par les atteints d’une méme famille dans 10 familles

parmi les 11.

Dans un deuxieme temps, cette stratégie m’a permis d’identifier un nouveau gene impliqué dans
une nouvelle forme d’ataxie autosomique récessive non progressive. En effet, parmi les familles
consanguines chez lesquelles aucun diagnostic moléculaire n’a été porté, j’ai identifié plusieurs
familles Algériennes dont les atteints sont homozygotes dans une région péricentromérique du
chromosome 20. L’analyse détaillée des haplotypes avec des puces SNP a trés haute densité m’a
permis d’identifier un petit haplotype fondateur partagé par 4 familles originaires de la région de Sétif
dans le nord-est Algérien. Ces 4 familles nous ont permis de définir une nouvelle forme d’ataxie qui
s’est avérée correspondre a I’entit¢é PHARC (pour Polyneuropathy, Hearing loss, Ataxia, Retinitis
pigmentosa and Cataract) publiée en janvier 2009. Nous avons par la suite identifié une grande famille
des Emirats Arabes Unis liée au méme interval. Le séquencage des genes de la région critique a révélé
deux mutations tronquantes dans le gene ABHDI2 qui code pour une o/f hydrolase. ABHDI2 est
impliqué dans 1’hydrolyse de 1’acide 2-arachidonique-glycérol, un endocannabinoide du SNC.
L’identification de 2 mutations dans ABHDI12 ouvre la voie vers la compréhension du mécanisme

physiopathologique dans le PHARC.

Mots clefs : ataxies autosomiques récessives, clonage positionnel, cartographie par homozygotie,
puces de génotypage SNP, gene ABHD12, 2AG.
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