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Glossaire

Ataxie : Pathologie neuromusculaire qui consiste en un oade coordination fine
des mouvements volontaires.

Cartographie : c’est la détermination de la position d’'un losus un chromosome.
Conseil génétique a pour but d’évaluer le risque de survenue oléderrence
d’'une maladie ou d’'une malformation dans la desaeoé d’un couple et de
proposer a celui-ci les différentes solutions da/ention.

Cortex : il désigne la substance grise périphérique desspé@res cérébraux.
Courbe staturo-pondérale :c’est I'étude correspondant a I'évolution du pcatisie
la taille fonction de 'age.

Dystonie :fait partie d'un groupe de maladies caractéripaesies troubles moteurs.
Faculté cognitive :faculté liée au processus d’acquisition des cEasaaices.

Geéne candidat :est un gene dont on pense gu’il peut étre assaan®e maladie de
par sa localisation sur un chromosome.

Hippocampe :c’est une structure du cerveau des mammifergsuel un role central
dans la mémoire et la navigation spatiale.

Homozygotie :se dit d’un gene qui, chez un individu, sera regnéé par deux
alleles identiques.

Hypotonie : c’est la diminution de la tonicité musculaire.

Marqueur génétique : est une séquence polymorphe d’ADN aisément tiiles
utilisée en cartographie génétique pour « balidergenome.

Microcéphalie : un volume de crane plus petit que celui des iddividu méme age
et du méme sexe.

PCR : Réaction de Polymérisation en Chaine.

Phaneéres :ce sont des productions épidermiques, protectnepsésentées
essentiellement chez les hommes par les poils etngles.

Pronostic : prédiction par le médecin du progres de la malddipatient, et ses
chances éventuelles de guérison.

Quotient Intellectuel : QI ; c’est le résultat d’un test psychométrique tprsqu'’il
est corrélé avec les autres éléments d’'un examahglegique, entend fournir une
indication quantitative standardisée liée a l'iligeince abstraite.

RT-PCR : Reverse Transcriptase PCR, soit une PCR apréstipiion inverse d’'un
acide ribonucléigue (ARN) en ADN complémentaire.

Test psychométrique: test relatif a la psychométrie qui est une smegtudiant
I'ensemble des techniques de mesures pratiquéesyehologie
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Introduction Générale

Premiere partie : synthese bibliographique

Le retard mental est le handicap majeur le pieguent, 1 a 3% dans la population
générale. Les progres récents en cytogénétiquelabgie moléculaire ont permis
d’identifier de nombreux genes responsables dud-etental, notamment dans les
formes autosomiques. Le présent travail consiséel@Eercher une liaison génétique
aux loci impliqués dans le retard mental non spaif transmis en autosomique
récessif dans des familles algériennes avec phssimambres atteints de cette
pathologie.
L’étude a concerné 34 individus dont 15 maladegadpnant a six familles
algériennes consanguines. Les patients sont atdum retard mental non spécifique
de transmission autosomique récessive. Une étullaisten génétique a été réalisée
pour les 4 loci connus : 3p25-pter, 4924-925, 19918t 1p21.1-p.13.
La stratégie de recherche choisie est celle diagempositionnel : les méthodes
utilisées dans ce travail sont :
L’extraction de 'ADN, 'amplification par PCR, lgénotypage par radioactivité, le
génotypage par séquencage, le génotypage par #uddell, construction des
haplotypes et analyse de liaison par calcul desdodes.
Le génotypage a été réalisé sur un analyseur atithraa ADN et I'analyse
effectuée grace au programme Gene Mapper software.
L’étude réalisée a permis d’exclure I'ensemble e locus pour 3 familles,
néanmoins la liaison d’'une famille au locus 1p23i18-3 est possible.
L’étude de liaison de 4 familles algériennes aee@tard mental autosomique
récessif qui montre I'absence de liaison pour lexBconnus, confirme
I'nétérogénéité génétique de cette pathologie e$ mcite a poursuivre la recherche

de génes grace a ces familles informatives.
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L’exploration d’une des 6 familles par les puceslN a montré une région
d’homozygotie partagée entre les atteints et quéseme a un intervalle bien précis

sur le chromosome 17 (en 17q12-921.2).

Chapitre | : Définitions et classification

Trois classifications, présentées ci-dessous)igeent des criteres diagnostiques
pour la déficience mentale.

1.1. Le Diagnostic and Statistical Manual of Metal Disorders (DSM)

Ce manuel publié en 1952 par I'American Psydhi#ssociation (APA), société
savante de psychiatres pour la plupart américaiag éoncu a l'origine pour
classifier les troubles psychiatriques, structugaspsychoses et névroses. Il a fait
I'objet de 4 révisions, la version actuelle esDIBM-1V, publié en 1994 avec une
mise a jour datant de 2000.

Le DSM est un catalogue descriptif des pathelgnentales avec une approche
multiaxiale (5 axes d’analyse) devant permettren& approche globale et intégrative
des patients », mais I'étiologie des pathologigsast pas abordée.

Il s’agit d’'un fonctionnement intellectuel géaksignificativement inférieur a la
moyenne, le niveau de QI est inférieur ou égal at76s troubles apparaissent avant
'age de 18 ans. Le fonctionnement adaptatif efsir@ldans au moins deux des
secteurs suivants: la communication, l'autononaeyié domestique, les aptitudes
sociales, la mise a profit des ressources de Fenmement, la responsabilité
individuelle, l'utilisation des acquis scolaires,ttavail, les loisirs ou encore la santé

et la sécurité.
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1.2. La Classification Internationale des Maladies (GV)

Son origine remonte a 1893 avec la « classificatles causes de déces » par
Jacques Bertillon. Elle avait été concue pour «nedtre I'analyse systématique,
I'interprétation et la comparaison des données ddatité et morbidité recueillies
dans différents pays a des époques différentes a feit I'objet de 5 révisions
décennales jusqu’en 1938. En 1945,'OMS nouvelldmedée entreprend sa mise a
jour, qui aboutit en 1948 a la « Classificatiortistmue internationale des maladies,
traumatismes et causes de déces » appelée CIM-&IMaest une classification
mono-axiale, chaque maladie ne correspondant qu&eul code.

La version actuellement utilisée est la CIM-p@rue en 1992. Des mises a jour
sont effectuées régulierement, la derniere datar088. Cette classification recense
toutes les maladies, dont le retard mental quirfigau chapitre V, section F, «
troubles mentaux et du comportement ».

L’organisation mondiale de la santé définitdeard intellectuel comme un arrét du
développement mental ou un développement mentahmplet, caractérisé par une
insuffisance des facultés et du niveau global dliigence, notamment au niveau des
fonctions cognitives, du langage de la motricitdex performances sociales. Comme
le DSM-IV-R, la CIM-10 définit quatre degrés dearet mental classés en fonction
du Ql.

1.3.La classification francaise des troubles mentaugéfinit le niveau mental et la
catégorie de la déficience. Le retard mental paetléger, modéré ou profond. Les
déficiences sont classées en plusieurs catégories:

— harmoniques, elles sont fixes et peu évolutives

— dysharmoniques, elles présentent un processustivavec des poly-handicaps
sensoriels et/ou moteurs et des démences.

De facon consensuelle et selon les classificabfinselles, le retard mental est un
arrét du développement mental ou un développementahincomplet, caractérisé

par une insuffisance des facultés et du niveauagldlintelligence, notamment des
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fonctions cognitives, du langage, de la motricitées performances sociales. L'age
de survenue doit étre inférieur a 18 ans.
1.4. Définition du Quotient Intellectuel (QI)

Le quotient intellectuel est le résultat d'ust tpsychométrique qui, lorsqu'il est
corrélé avec les autres éléments d'un examen pegitpee, entend fournir une
indication quantitative standardisée liée a l'iigeince abstraite. La construction des
tests de QI est totalement empirique, le résulsatcensidéré comme simplement
indicatif de difficultés cognitives de I'enfant. (@ constitue surtout un classement
d’un individu par rapport a une population donrgtene renseigne que sur son écart
par rapport a la norme (adaptation a des typesidermements logiques, voire de
cognition, et prédéfinis).

Le Test de Wechsler est I'outil d’évaluation gsymeétrique le plus utilisé au
monde.

La premiére version date de 1949. La derniersime, le Wechsler Intelligence
Scale for ChildrefWISC 1V) date de 2005. Il comprend 4 indices d’évaluation
compréhension verbale, raisonnement perceptif, niénde travail et vitesse de
traitement. Le résultat est exprimé sous forme saame, le Quotient Intellectuel.

Le QI moyen dans la population générale estdgfnition, de 100. On parle de
Déficience intellectuelle lorsque le QI est inférié 70.

Ces valeurs sont a considérer avec prudenaelesivement imprécises, et d’autre
part la composante socio-culturelle n'y est pasepen compte.

Certains auteurs utilisent le terme de Retardit®letandis que d’'autres préférent
celui de Déficience Intellectuelle ou Déficiencerivide.

1.5. La classification selon le QI

Les trois classifications distinguent quatrerdsglans le retard mental, évalué par
la mesure du QI. En admettant un QI moyen de 1Qfheicart-type de 15 dans la
population générale, I'échelle de classement estiigante (Ql déterminés selon le
test de Wechsler) :
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-Retard léger: le QI se situe entre 50/55 et 7éetit des personnes connaissant des
difficultés scolaires mais capables de s’intégrier société de facon autonome a l'age
adulte. Cette catégorie représente 85% des déBamentaux.
-Retard modéré: le QI se situe entre 35/49 et 5@bSdécrit des personnes
connaissant dans I'enfance des retards de dévelmpe importants mais ayant de
bonnes capacités de communication et une indépeadrtielle. Ces individus, qui
représentent 10% des déficients mentaux, ont dasigmes d’intégration dans la
société a I'age adulte. Leur niveau intellectuedégasse pas celui du CP.
-Retard grave: le QI se situe entre 20/25 et 3®Mdéfinit des personnes ayant
besoin d’une assistance prolongée. Leur age meatdEpasse pas celui d'un enfant
de 2 a 3 ans, leur langage est rudimentaire eddgsisitions sont incomplétes. Ce
trouble concerne 3 a 4% des déficients mentaux.
-Retard profond: le QI est inférieur a 20/25 etréspnte des personnes ayant peu de
capacités a communiquer, une absence de langaggpdbles moteurs graves et une
autonomie tres limitée voire nulle. Un a deux peuatcdes déficients mentaux sont
concerneés par ce retard.
Cette classification a été simplifiée par 'assboraAmeéricaine sur le Retard Mental
(American Association of Mental Retardation, 199Q)j a définit deux degrés de
séverité: le retard mental sévere (QI<50) et lardeinental 1éger (50<QI<70).
Chapitre Il : Evaluation clinique

La consultation comprend d’abord la réalisatitun arbre généalogique, puis un
examen clinique avec réalisation des courbes stamindérale et du périmetre
cranien (PC) et s’attache particulierement a "fe@a neurologique (neurologue) et
morphologique (généticien) (HERON 2009)
2.1. Histoire familiale

Le recueil des antécédents familiaux (sur 3 ggiods) vise a° mettre en évidence
un éventuel mode d’hérédité” et peut permettre dartains cas d’évoquer d’emblée
une étiologie ou un mode de transmission (par elemnpe déficience intellectuelle
liée au chromosome X). Certains éléments, commealdgécédents de fausses
couches ou de déces périnataux sont rarement sfggs@bntanément
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et constituent pourtant un argument précieux eneuavdune anomalie

chromosomique familiale.

2.2. Histoire clinique

Elle est détaillée, du déroulement de la gress@ssqu’a’ la période actuelle en
insistant sur la période néonatale (troubles datitation, hypotonie...), les étapes
du développement psychomoteur, I'existence de tesulu comportement,
de convulsions, de régression, d’intolérance dielae ou” au jeune. Une attention
particuliere doit étre portée sur certains élémdiafure banale (infections
ORL a repétition, reflux gastro cesophagien, eczejngui peuvent revétir une
valeur diagnostique importante dans un syndromeaeion
2.3. Examen morphologique (généticien)

Il recherche des criteres majeurs que sont laformations, ou des criteres
mineurs qui correspondent a' des variations moggiglies individuelles ou
familiales pouvant contribuer a l'identificatioud syndrome connu, alors méme
gue la DI paraissait isolée. Il peut nécessitervideonner des photographies des
autres membres de la famille, voire d’examineplaents. L'’examen morphologique
s’intéresse particulierement a” la forme du crand,aspect général de la face, aux
phaneres, aux extrémités et aux organes génitdaxes.

A’ I'age adulte, I'évolution du morphotype avecg&implique souvent de retrouver
des photographies du patient a’ différents agess Daus les cas, les photographies
du patient lors de la consultation sont nécessaires

2.4. Examen neurologique (neurologue)

L’examen neurologique recherchant en particuliredéficit moteur ou sensitif, une
ataxie, une dystonie ou des troubles du comporteatate la relation, est essentiel
dans la démarche diagnostique d'un patient présentae DI, et contribue au
diagnostic étiologique dans presque la moitié dss c
2.5. Prévalence

La prévalence de la déficience mentale estatdrié de 1 a 3% dans la population

générale (Chellgt al, 2006). On estime qu’il y a 1,2 garcon pour ulie {McLaren
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et Bryson, 1987), voir 2,2 garcons pour une fidlesque le retard mental est sévere,
suggérant que les genes localisés sur le chromoXosegaient impliqués dans une
proportion non négligeable des déficiences ment@l&MAY et al, 2003). Les
retards mentaux (RM) séveres ont une incidencemeéstentre 0,3 et 0,4%, les retards
mentaux légers quant a eux pourraient concernaqujas3% de la population
générale (MOSER, 2004). La prévalence des patatests de retard mental sévére
représente 10 a 20% des retards mentaux (ROELEWELAD) 1997). La plupart des
retards mentaux modérés ont tendance a étre d'dedrdlial ou polygénique
comparativement aux retards mentaux séveres qaraigpent plus sporadiquement
(LEMAY et al, 2003).
Chapitre 1l : Etiologie du Retard Mental

Les causes du retard mental sont extrémement Qéte et restent
inexpliquées dans approximativement la moitié des (tableau 1). L'identification
des causes du retard mental est primordiale pwlguyyermet une prise en charge
des patients et de leur famille, elle fournit d&sonses sur la cause et le pronostic et
elle apporte les informations nécessaires pounnsail génétique.

Tableau I: Etiologie des retards mentaux.

Cause du RM Fréquence (%) Exemples
Environnementale
: 18
(acquis)
Prénatale Intoxications maternelles, infectiontafes
L. Prématurité, traumatismes, accident
Périnatale : :
vasculaire, asphyxie

Postnatale Infections, traumatismes

Génétique 29

(constitutif)

Anomalie du nombre : trisomie21
Anomalies Anomalie de structure : trisomie partielle
chromosomiques délétion 5p- cri du chat
Remaniements cryptiques : subtélomérigues
Dérégulation de Syndrome de Prader-Willi
'empreinte Syndrome d’Angelman
Mala@g RM liés au chromosome X ou autosomiques

monogénique

Inexpliquée 56
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Les causes anténatales représentent environ decdéficiences mentales, les
causes périnatales et postnatales représentent, ajedes, environ 10% chacune. La
majorité des causes anténatales a un déterminién#igue.

3.1. Les causes environnementales :

Les embryopathies et les foetopathies d’origmxégtie, infectieuse ou métabolique
sont liées a des facteurs environnementaux. Lesesapérinatales et postnatales
semblent, quant a elles, avoir une étiologie emviemnentale.

Une étude menée par STEVENSON (2003) et repaseROGERS en 2008, sur
une population de 10997 individus de Caroline dd, &gés de 20 ans et dont 59%
étaient des garcons, illustre la fréquence desesads déficience mentale classées
d’'un point de vue génétique et environnementalteO&tpartition est illustrée sur la

Figure 1.

B Causes chromosomiques

m Maladies menogéniques

Causes génétiques

B Syndromes multifactoriels

ynd L L 29%
W Causes culturo-familiales
B Syndromes supposés génétiques

Causesinconnues
56%

B Autres syndromes

B Autres causes environnementales

W Prématurite

I Causes
Environnementales
18%

| Toxiques

B Infections

Traumatismes

Figure 1: Répartition des causes de déficience mentale eRFEVENSONet al,
2003, ROGER®t al, 2008.
Les causes acquises de déficience intellectsetieen régression, en particulier les
causes anténatales en raison des mesures delanpeeilles grossesses, de dépistage
néonatal et de réanimation (HERON et DES PORTES8)Y00
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3.2. Les causes génétiques du retard mental
On estime qu’environ 1/3 des genes humains sontire&p au niveau du

cerveau, et que plusieurs d’entre eux jouent um e@8kentiel dans le développement
et le fonctionnement cérébral (TAKAHASCHit al 1995). En effet les grandes
délétions et les réarrangements chromosomiquesastgragnent presque toujours
d'un retard mental sévere a modéré traduisant ligafpon d’'une grande partie de
nos genes dans le développement du cerveau fcetllTFet al 1995).

Les principales causes génétiques de la défieiementale sont exposées Figure 2
Il est actuellement admis qu’environ 50% des défices mentales seraient d'origine
génétique (CURRYMt al, 1997, STEVENSONMt al, 2003, WINNEPENNINCKXet
al, 2003). Des mutations, préalablement désdians certains cas de déficience
mentale, impliqueraient plusieurs génes simultaméflROPER St al, 2007).

Genelic

MR

1 1

-
Mullifactonal/

\

A 1 I 1
Gross Microdeletions! Autosomal Auiosomal
aberrations mwrnduplicatons rECessie dominant X-linked
|
1 1
[ Interstibal J [Suh!elnmen{:]

Figure 2 : Principale causes génétiques de la déficiencealmefBasel-Vanagaite L.,
2008).
3.2.1. Les anomalies chromosomiques

Plusieurs anomalies chromosomiques sont assoaiée retard mental. On estime
gu’elles sont responsables de 40% des retards meséxeres et de 10% des retards
mentaux modérés (BRADELA¥t al,1992).
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Les délétions et les translocations touchant tégions télomériques et
subtélomériques riches en génes expliguent unedgrpartie des retards mentaux.
Ceci est illustré dans plusieurs anomalies telles @ syndrome du cri du chat
( délétion 5 p),a-thalassémie/retard mental d0 a une cause monagersgr le
chromosome X, syndrome de Miller Dieker di a unermidélétion sue le
chromosome 6 et le syndrome de Wolf-Hirschhornéfitih 4p) (ALTERet al 1991).

Actuellement les recherches visant a identlésrgenes autosomiques responsables
du RM concernent I'étude des réarrangements etiélésions submicroscopiques en
particulier au niveau des régions télomeériquesubtédomeériques (85). Plusieurs de
ces réarrangements ont recemment été identifiddN{Fet al, 1995).

3.2.2. Les causes monogéniques du retard mental

Dans ce travail, nous nous intéresserons unigoemux RM dls a des causes
géniques.

Le retard mental peut étre attribué a un geoalik®, soit sur un autosome, soit sur
le chromosome X.
3.2.2.1. Les retards mentaux liés a I'’X (RMX)

Les retards mentaux liés au sexe sont la caysie$ fréquente des retards mentaux
d’origine génique. Ces pathologies atteignent damé¢erentiellement les garcons et
sont habituellement transmises par des femmes ctiwhs, pas (ou peu) retardées
(figure 3).

. LIAISON AU SEXE I:l Homme Sain
CERTAINE
- Homme malade

LIAISON AU Femme saine

SEXE POSSIBLE

Femme conductrice

T L 1
HNON RON

Figure 3 : Arbres généalogiques de familles ayant au moing datgons présentant un retard
mental (MORAINE 1997).
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Les déficiences mentales liées au sexe constitire ensemble de pathologies qui
sont cliniguement différentes et qui traduisent dagations de genes différents.
Dans cet ensemble d'affections encore regroupé deuserme de «retards
mentaux liés au chromosome X», certaines se distimgpar I'adjonction de signes
cliniques précis a la déficience mentale, a sades anomalies morphologiques,
viscérales ou biochimiques caractéristiques cefapilite leur reconnaissance chez
les garcons atteints : il s’agit de formes spéu#®) ou syndromiques (LUB& al,
1996).

Celles-ci s’opposent aux formes non spécifigmesion syndromiques, bien plus
fréequentes, définies par un retard mental non pssyf, isolé sans autre anomalie
clinique.

Les RMX syndromiques (RMXS)

Grace a des signes cliniques caractéristiqueprgs a chague syndrome, des
analyses de liaison génétique peuvent étre effestag additionnant les données de
plusieurs familles atteintes d’'une méme maladiesCainsi que de nombreux genes
responsables de retards mentaux syndromiques énidéntifiés depuis quelques
années. Le premier de ces genes, et non des maiedtecelui qui est responsable du
syndrome X fragile, dont la dysmorphie caractagisti a été décrite par Martin Bell
des 1943. Plus tard, une fragilité du chromosomeuX est une anomalie cyto
génétique, a été rapportée par Harvey puis Suttte(@UTHERLANDet al, 1997).
C’est I'équipe de Jean-Louis Mandel a Strasbourg dgcouvrit le mécanisme
original de mutation par amplification de tripletGG (OBERLE et al, 1991),
associée a une inactivation du gene FMR-1 (Fraghlental Retardation-1). En plus
de ce mécanisme mutationnel fascinant qui ouvaaitdie a de nombreuses autres
mutations dynamiques impliquées en pathologie hoediétude de ce gene a révélé
gque certaines femmes atteintes de retard mental eonfait transmettrices
hétérozygotes, d’'ou un élargissement aux filleshemp des retards mentaux liés a
I'’X jusque la réservé aux seuls garcons. Depuisidaouverte du gene FMR-1,
plusieurs autres genes impliqués dans des forrmes@yiques ont été identifiés.

23



Oral-facial-digital T (OFD)
X-linked VACTERL-hydrocephalus (FANCB)%
(AP1S2) [Turner, XLMR-hydrocephaly-

- basal ganglia'calcification —— .
Coffin-Lowry (RSK2 b ]

\

Nance-Horan (NHS
Pyruvate dehydrogenase deficiency (PDHAL)

Glycerol kinase deficiency (6KD) ——»

\

Duchente muscular dystrophy (DMD) —— [

Orrithine transcarbamylase deficiency (0TC) —

XMRE (Reninreceptor; ATP6AP2) ———> [8

Renpenning, Sutherland-Haan, ——
(PQBP-1)| Cerebropalatocardiac (Hamel),
Golabi-Ito-Hall, Porteous

Epilepsy/macrocephaly (SYN1
ST%ccg :)i’os Santosp(KI;AIZOZ}

XLMR-cleft lip/palate (PHF8)

Menkes disease (ATP7A) /
Phosphoglycerate kinase deficiency (P6K1) 7;
Alar-Herndon (CTS, SLC16A2] /’
Cantagrel spastic paraplegia (KIAA2022)
XLMR-macrocephaly-large ears (BRWD3) /

Mohr-Tranebjaerg (DDP, TIMM8A)
Pelizaeus-Merzbacher (PLP)

Arts, PRPP synthetase superactivity (PRPST) —p

Mitochondrial encephalopathy (NDUFAL)
Danon cardiomyopathy (LAMP?)

Fo/Lujan penotype ((PF38) b

Chiyonobu XLAIR (6RIA3) §

Lowe (OCRL1)

Simpson-Golabi-Behmel (GPC3;

Christianson, Angelman-like (XLC9AG

Fragile XA (FMng

Mucopolyszlcchurid%sis IIA (1DS

Myotubular myopathy (MTMI)

Adrenoleukodystrophy (ABCD1)

Rett, PPA-X (MECP2)*

Autism (RPL10)

Creatine transporter deficiency (SLC6AB)

XLMR-hypotonia-recurrent infections (MECP2 dup)

v

\

\‘ : i

Autism (NLGN4)
‘/ Telecumhus-hypospadius (MID1) Syndromic
4‘—{" MIDAS (HCCS) XLMR genes
—— XLMR-infantile seizures, Rett like (5TK9)

—— Spermine synthase deficiency (SMS)

—— Partington, West, Proud, XLAG (ARX)

Norrie (NDP)
OFCD, Lenz microphthalmia (BCOR)

Monoamine oxidase-A deficiency (WAOA)

Turner macrocephaly (HUWE!)
Goltz (PORCN)

+—— XLMR-choreoathetosis (HADH2)
€—— X-linked Cornelia de Lange (SMCIL1, SMC1A)
Aarskog (FGDY)

¢—— XLMR-cerebellar dysgenesis (OPHN-1)
«—— Graham coloboma (L6BP1)

4 Opitz-Kaveggia F6, Lujan (MED12/HOPA)

XLMR-Hypotonic Facies
a-thalassemia mental retardation,
Carpenter-Waziri, Holmes-6ang, Chudley Lowry, | (XNP, XH2)
Juberg-Marsidi(?), Smith-Fineman-Myers(?)
Hypotonia-seizures (ARHGEF9)
A/ XLMR-short stature-muscle wasting (NXF5)
Qﬁ Epilepsy-mental retardation limited to females (PCOHIO)

X-linked lissencephaly (DCX)

XLMR-optic atrophy (AGTR2)
4—— XLMR-hypogonadism-tremor (CUL4B)
XLMR-nail dystrophy-seizures (UBE24)
XLMR-macrocephaly-Marfanoid habitus (ZDHHC9)
/ E B jeson-Forssman-Lehmann (PHF6)

XLMR/growth hormane deficiency (S0X3)
Lesch-Nyhan (HPRT)

X:linked hydrocephaly-MASA spectrum (LICAM)

Periventricular nodular heteratopia, Otopalatodigital 1] (FLNL,
Otopalatodigital 2, Melnick-Needles FLNA)

Incontinentia pigmentt (NEMO, IKBK6)
Dyskeratosis congenita (DKCY)

I Greenwood Genetic Center, updated March 2008

Figure 4 : Cartographie des genes responsables des forma®syqgdes du retard

mental liés a I'X.

Greenwood Genetic Center, updated March 2008
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Les RMX non spécifiques ou non syndromiques (RMXNS)

Les RMXNS se caractérisent par un retard mesgals autre manifestation
somatique, neurologique, biochimique ou comporteaterassociée. La prévalence
des RMXNS semble étre égale ou supérieure a 1 pod® garcons (MORAINE
1997).

Approximativement deux tiers des patients avec MLR sont considérés comme
atteints de RM non syndromique (FISHBURNal, 1983).
La recherche de genes impliqués dans les RMXedrés active ces dernieres

années, ayant permis l'identification de nombreemes.
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Figure 5 : Cartographie des genes responsables du retardimentayndromique
liés a I'X.
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Cependant, grace a 'amélioration des corgiati génotype/phénotype, et grace a
I'examen plus détaillé des patients, la proporties cas syndromiques diagnostiqués
va en augmentant avec une diminution concomitaggecds non syndromiques.

» Frontiere entre les RM syndromiques et non syndromues
La frontiere entre les RM syndromiques et non symiques semble de plus en plus
floue (FRINTSet al,2002) puisque de plus en plus de genes de RMXIg&rajgsent
impliqués a la fois dans les RM syndromiques etsymdromiques.

La différence de phénotype observée powgame impliqué a la fois dans un RM
syndromique et non syndromique pourrait étre famctu type de mutation affectant
le gene.

Nous garderons, néanmoins la classification comwem¢lle en RM "syndromiques”
et "non syndromiques".
3.2.2.2. Les retards mentaux liés aux genes autosomiques
« Les retards mentaux autosomiques syndromiques

Durant ces vingt dernieres années, un tres grambre de genes autosomiques ont
été identifiés et impliqués dans diverses formeRMesyndromiques autosomiques.

On distingue généralement les RM syndromiqueforation des symptémes qui
leur sont associés.

Parmi les RM autosomiques récessifs, on peuer citexemple de la
phénylcétonurie, maladie autosomique fréquente al&eglement métabolique,
provoquée par un déficit de la phénylalanine hydliase, enzyme permettant la
transformation de la phénylalanine en tyrosine (BMER 1999). L'absence de
dégradation de la phénylalanine provoque son acktion toxique. La
phénylalanine a une toxicité sur le développemesiaf et sur le cerveau surtout
pendant I'enfance provoquant ainsi un RM métabeligbe dépistage néonatal
systématique a été mis en place en France depd® &9 raison de son incidence
(1/17000 naissances en France) et de I'existenge ttaitement efficace (régime

alimentaire tres strict); ce dépistage se fait&gaht dans d’autres pays.
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D’autres exemples de maladies autosomiques @t@a ont également été deécrits,
comme par exemple le syndrome de Rubinstein- T&#isyndrome dysmorphique
associe retard mental, aspect caractéristique dactaet des extrémités, retard de
croissance, malformations diverses et propension tameurs. Il s’agit d’'une
anomalie rare et généralement sporadique (néo-ongatdont l'incidence est
estimée a 1/125000 nouveaux-nés vivants. Le gapomeable, CBP, localisé sur le
chromosome 16p13.3, est un facteur de remodelageateomatine.

Les retards mentaux autosomiques non syndromiques

Le nombre de génes connus impliqués dans lesefonon syndromiques de RM
autosomique est trés faible. Cela s’explique padiféiculté a cartographier et
identifier ces génes en raison de la petite taidle familles et de faible nombre de
mariages consanguins dans les pays deéveloppés, smmisut a cause de
I'nétérogénéité génétique des RM non syndromiglaaseffet, le défaut de familles
consanguines limite [utilisation de l'analyse d&idon par homozygotie et
I'nétérogénéité génetique empéche le rassembledestintervalles de liaison de
différentes familles pour réduire lintervalle cadat. Jusqu’a aujourd’hui, aucun
gene de RM autosomique non syndromique dominanét&darouvé. Et bien que de
nombreux gene liés a I'X aient été identifiés, smént six loci sont connus comme
étant une cause de RM non syndromique autosomiguoessif (MHAMDI et
CHAABOUNI et al,2011).

Le premier, c’est le géene PRSS12, sur le brag thu chromosome 4 (4925-g26)
chez une famille algérienne (MOLINARI al, 2002), ensuite le gene CRBN sur le
bras court du chromosome 3 (3p26.2) chez une gramdée américaine (HIGGINS
et al 2000-2004), puis le gene CC2D1A sur le bras calut chromosome
19(19p13.2) chez une grande famille Arabo-Isragke(BASEL-VANAGAITE et
al, 2003-2006).Ensuite, le géne GRIK2 situé sur l®ctusome 6916.1-9g21 chez une
grande famille Iranienne, puis le gene TUSC3 sehlemosome 8p22-p23.1.

Enfin, un sixieme locus situé sur le bras calutchromosome 1(1p21.1-p13.3)
chez une grande famille consanguine turque (UYGUMNER, 2007).
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Le gene PRSS12 : Protéase Sérine 12 (neurotrypsine)

En 2002, Molinari et son équipe, localise le geadéacheurotrypsine.

L’étude réalisée dans une famille algérienne camnsae, composée de 8 enfants : 4
sains et 4 atteints de RM séveére (QIl inférieur pabBté faite par homozygotie par
filiation et a été la premiére a associer un genme forme de RM autosomique
récessif.

Ce travail a permis lidentification d'uneégion unique d’homozygotie
commune a tous les malades sur le bras long dundsame 4 en 4¢924-g25.

La région candidate de 14 Mb, cernée @amtarqueurs D4S1570 et D4S1575
(lod score = 3.33 powr=0 au locus D4S407), comportait plusieurs genes caislid
(environ 29 génes) mais un gene en particulidPRES12 en 4926 a été étudié.

Ce gene, initialement identifié chez laiurs® et membre de la famille des
protéases a sérine, a été étudié chez 'lhomme.

L’homologue humain de ce gene est formél8leexons correspondant a un
cadre de lecture de 2625 pb codant pour une sgrotéase en multidomaine de 875
AA. Cette derniere présente une homologie de 82&vét la neurotrypsine murine
et possede un récepteur additionnel riche en t&petide cystéines.

La neurotrypsine humaine, présente dil®jdur a la 15™ semaine de la vie
embryonnaire, est hautement exprimée dans le gofFtégpocampe et le noyau
moteur. Elle participe a I'élaboration et au mantdes fonctions d’apprentissage et
de mémorisation de méme qu’au processus de maturgtnaptique et de plasticité
neuronale (MURRAYet al,1999).

Des expériences d'immunohistochimie, gaisation d’anticorps dirigés contre
son domaine protéolytique, ont permis de localiaeneurotrypsine au niveau de la
membrane présynaptique.

La neurotrypsine joue un role importanhglde fonctionnement synaptique
normal.

Elle agit comme un neurotransmetteur divat par protéolyse un récepteur

spécifiqgue ancré dans la membrane postsynaptiguedf7).
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L’inactivation du géne de la neurotrypsine engaiime mauvaise transmission
synaptique suite a I'absence de la protéine.

L'étude des différents exons du gene anged’identifier une mutation, au
niveau de I'exon 7 du géne PRSS12, qui co-ségrégela phénotype de RM dans la
famille.

Cette mutation, qui abolit un site de niegon Aatll, consiste en la délétion de
guatre paires de bases entrainant un décalageddel da lecture avec création d’'un
codon stop a 147 nucléotides en aval de la délétion un arrét prématuré de la

traduction.

PRSS12

Chromosome 4

Figure 6 : Localisation chromosomique du gene PRSS12. (MOLIN&Ral, 2002)
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Figure 7 : Localisation de la neurotrypsine dans les synapdgales par
immunohistochimie et observation en microscopietéaique.(MOLINARIet al,
2003)

Le gene CRBN : Cereblon

Higgins et ses collaborateurs ont cartographiégarerche d’homozygotie chez
une famille consanguine présentant un RM léger symdromique autosomique
récessif, le locus morbide dans un intervalle &Mb en 3p25-pter (figure 8). En
2004, Higgins et ses collegues ont mis en évidemee mutation non sens dans le
gene CRBN chez la famille décrite. Ce locus étdja @onnu puisqu’un syndrome de
genes contigus, le syndrome 3p- était déja localistnéme endroit. Le syndrome 3p-
se caractérise par un RM sévere, un ptésis (chauta gaupiére supérieure due a la
paralysie du releveur), une microcéphalie et uardetle croissance. La différence de
séverité du RM entre la famille décrite par Higgeisles patients présentant le

syndrome 3p- suggere que CRBN et d'autres gendintiervalle délété ont des
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conséquences neurologiques et cognitives. Cereblde pour une protéase Lon ATP
dépendante, fortement exprimée dans le cerveaocalidée dans la mitochondrie.
Elle interagit avec le domaine cytosolique de laissanité o du canal ionique
neuronal a potassium activé par la dépolarisati@ambranaire et regulé par le
calcium intracellulaire, BKca. Cerelbon jouerait wdle dans la modulation de
I'activité de BKca (canal a calcium qui permet kEpolarisation des cellules) en
régulant sa traduction et son assemblenmewnitvo (JOet al, 2005).

CRBN

EGE

pramR i
P~

Chromosome 3

Figure 8 : Localisation chromosomique du gene CRBN. (HEGG#\Y&I,2004)
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Le gene CC2D1A : Coiled-Coil and C2 Domain Contaimg 1A

L’étude de neuf familles consanguines a permisedidier un locus de RM non
syndromique récessif dans un intervalle de 0.9 Mh%p13.12 BASEL-VANAGAITE,
2003). La recherche de mutation dans les génegtdi@atervalle a mis en évidence
une délétion provocant un décalage du cadre daréeet I'apparition d’un codon
stop prématuré dans le géne CC2D1A pour toutefatailes BASEL-VANAGAITE
2006). Le gene CC2D1A est exprimé chez la souriscaus du développement du
cerveau (zone ventriculaire et plaque corticalepat expression persiste a l'age
adulte dans le cortex cérébral et I'hippocampe. @I code pour une protéine
contenant deux domaines e conservés : le domainet @ motif DM14 dont la
fonction n’est pas connue. Le domaine C2 est re&alans les protéines intervenant
dans la fixation aux phospholipides calcium dépahd&€C2D1A serait impliqué
dans la voie de transmission du signal qui acavealscade de |-KappaB/NF-KappaB
(MATSUDA et al, 2003).
NF- Kappa B est un facteur de transcription impdigie maniére tres importante dans
de nombreuses réponses cellulaires : Il particifzepolifération des cellules, a leur
différentiation au développement embryonnaire. Cle®e molécule centrale de la
cellule. NF- Kappa B est cytoplasmique en abserck dtimulation de la cellule et
migre dans le Ny lorsque celle-ci est activée.Ddes conditions ou la cellule n’est
pas stimulée, NF-Kappa B est retenu dans le cysomapar un inhibiteur, la
molécule |-Kappa B. Cette derniere empéche la lwaason du facteur vers le

noyau.

CC2ZD1A

—_—
P o1 13 F:j
- :ji:';;s,;.J

Chromosome 19

Figure 9 : Localisation chromosomique du gene CC2DIBAYEL-VANAGAITE,
2003).
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Le gene GRIK2 (ou GLURS®) : Glutamate Receptor,Inotopic,Kainate 2

Najmabadi et al (2006) ont réalisé une cartographie homozygotie chez 78
familles consanguines Iraniennes avec un RM autmgmecessif non syndromique
ce qui leur a permis de déterminer la localisatibmomosomique d’au moins 8
nouveaux loci pour cette affection, dont I'un dénes candidats est GRIK2. Cette
étude a été poursuivie par MOTAZAKER al (2007) qui ont rapporté une mutation
complexe du gene du récepteur 6 du glutamate iopigire (GRIK2, aussi appelé
GLURG) qui co-ségrege avec un RM autosomique réaess syndromique modéré
a sévere chez une grande famille consanguine imaeidl s’agit d’'un intervalle de
9.98Mb sur le chromosome 6q16.1-g21. Cela se tramui une suppression de 84
aminoacides, entre les acides aminés 317 et 402.

Le séquencage de cette région chez ces patientsemare délétion compléte
des exons 7 et 8 du géne GRIK2. Ceci se traduit yrer suppression de 84
aminoacides, entre les acides aminés 317 et 4p2pxamité du premier domaine
ligand-binding, le domaine transmembranaire adja@tnla boucle putative des

pores, ce qui suggere une perte complete de fondada protéine GLURG.

=5

2

GRIKZ{(ou (LL.UTRG)

Chromosoine o

Figure 10 : Localisation chromosomique du gene GRIK2 (ou GLURG)
MOTAZAKER et al (2007)
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Le gene TUSC3 : Tumor Suppressor Candidate 3

Récemment, deux équipes indépendantes ont démosingyltanément,
I'implication du géne TUSC3 (ou N33), dans la forman syndromique du retard
mental autosomique récessive. Ainsi, GARSHASBIal (2008), ont réalisé une
analyse sur une grande famille consanguine comptengpatients avec un RM
autosomique récessif non syndromique, dans 4dgatri

Le typage SNP a I'échelle du génome a permis degraphier une anomalie
génétique a un intervalle de 4.6Mb sur le chromas8mLes analyses d’haplotypes
et I'étude des nombres de copies ont permis lifleation d'une suppression
partielle du géne TUSC3 (N33) chez tous les paiefus les porteurs obligatoires
de cette famille étaient hétérozygotes. L'absemtald d’'un transcrit fonctionnel
TUSC3 a été veérifiée chez tous les patients paPRR.

D’autre part, MOLINARIet al (2008) ont rapporté I'implication du méme gene
dans le RMARNS.

Ainsi, grace a une cartographie par homozygotie ¢héreres nés de parents
francais, cousins du premier degré, ils ont pemtigentifier une région en 8p22-
p23.1. Cet intervalle comprend le gene N33/TUS@8cqde pour une sous-unité du
complexe oligosaccharyl-transférase (OTase), qualys®e le transfert d'un
oligosaccharide sur la chaine de nouvelles proseingtape clé de la N-
glycosylation. Le séquencage du géne N33/TUSCe@iatiite I'insertion d’1pbc.787-
788 ins C, résultant en un codon stop prématuré&oeiduisant a la dégradation des
ARN messagers.

Des études récentes sur la modification des csllubeurales et des
glycoprotéines d’adhésion ont montré le role esskede la glycosylation dans la
plasticité synaptique (MOLINARI 2008).

Ces résultats démontrent que la régulation rigmereie I'activité de 'OTase est
essentielle pour une fonction cognitive normalesi germet de mieux comprendre

les bases physiopathologiques du RM.
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Une nouvelle mutation non-sens a été identifiés fdud dans le second exon de ce
géne TUSC3 (GARSHASHit al,2011)

——— TUSC3 (ou N33)

Chromosome 8

Figure 11 : Localisation chromosomique du géne TUSC3 (ou N3BRGHASBI et
al (2008), MOLINARI et al (2008)
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Le locus 1p21.1-p13.3

UYGUNERet al (2007) ont étudié une grande famille turque, dagselle ils
rapportent des mariages consanguins, avec qudivdins ayant un RM, provenant
de différentes branches de la famille.

Les tests clinigues ont montré une dimarutognitive significative, par contre
aucune anomalie du point de vue neurologique, stiigele, ou biochimique n’a été
révélée.

Une large cartographie du génome a mamtegliaison a un locus unique avec
un LOD Score paramétrique de 4.92 pesd dans une région du chromosome 1 :
1p21.1-p13.

De plus des analyses utilisant des margueiicrosatellites polymorphes ont

défini une région critique de 6.6 Mb contenant agpnativement 130 génes connus.

Région 1p21.1-13.3

Chromosome 1
Figure 12 : Localisation chromosomique de la région 1p21.1-p1B'GUNERet al
(2007)
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D’autres genes intervenant de facon indirecte dan®M ont été récemment
découverts :

Les équipes de recherche de Laurence ColleauxartMarc Egly, ont identifié une
mutation du gendMED23 qui est liée a une DI isolée (HASHIMOTO, BOISSEL,
EGLY, COLLEAUX et al, 2011). MED23 code une des sous-unités d'un large
complexe multiprotéique : le Médiateur (MED, cf.giie 13). Ce complexe est
connu pour son réle dans une étape clé de la tegulde I'expression des genes : la
transcription. Il permet aux facteurs de transmiptspécifigues d'un gene de
s'assembler pour interagir avec 'ARN polymérasazlyme clé de cette étape.

Au cours de ces travaux, les chercheurs ont dégmante les cellules de patients
atteints de DI présentent un défaut d’expressionetains genes parmi lesquels les
genes "précocesJUN et FOS. Ces derniers sont impliqués dans I'expression d'une
cascade de genes liés a diverses fonctions cedisjanotamment au niveau du
systéme nerveux central. Leur activation rapideagisitoire est une étape clé dans le
développement et la plasticité cérébrale.

La mutation identifiée conduit a la synthése d’pnatéine MED23 modifiée devenue
incapable d’interagir correctement avec les fastespécifiques des deux genes
considérés. Par exemple, dans le cas du géh¢ l'assemblage permettant la
transcription est défectueux suite a un mauvaidacbrentre la protéine MED23
mutée et le facteur TCF4 (en bleu cf. Figure 14).

La localisation chromosomique des génes sus-didés @l'aprés ensembl.org) :
MED23 : 10q24

JUN : 1p32-p31

FOS :14924.3
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3.2.3. Identification de genes de Retard Mental
3.2.3.1. Les stratégies d’identification de genes

Le choix de la stratégie pour identifier un gerspomsable de maladie génétique
dépend de l'informativité des familles, des ressesyet de la quantité d’informations
disponibles sur la pathogénie de la maladie. Dértatégies peuvent étre utilisées
pour identifier les génes responsables de malade :clonage fonctionnel
(GITSCHIERet al, 1984) et le clonage positionnel (ROYER-POKORtAal, 1986 ;
COLLINS 1992).

Le clonage fonctionnel est historiquement la preenistratégie utilisée pour
identifier des génes responsables de la maladieorkiste en ['utilisation des
connaissances sur la fonction d’'un gene morbideidemtifié. Deux approches sont
essentiellement utilisées : celle qui repose sutidponibilité du produit purifié du
gene (production d'oligonucléotides correspondantaarétrotranscription de la
protéine ou d’anticorps dirigés spécifiguement poid produit du gene) et celle pour
laquelle un test fonctionnel du gene peut étre ig€al(complémentation
fonctionnelle). L’identification de géne de malaliggénétiques par clonage
fonctionnel n’a été fructueuse que dans quelgquagsracas, comme pour
I'identification de la phénylalanine hydroxylase,eng responsable de la
phénylcétonurie (ROBSOBI al, 1982).

Le clonage positionnel correspond a l'identificatiu géne uniquement a partir
de sa localisation chromosomique approximative,s skan nécessité d’avoir des
informations sur sa pathogenese ou sa fonctionhlmoaque. La premiere étape
consiste a définir une région candidate la plusitétpossible, la taille de cette région
déterminant le travail nécessaire pour arriverjieg gene. En absence d’anomalies
cytogénétiques, la méthode d’analyse de liaisoa stlisée pour localiser la région
candidate.

Une fois la région candidate minimale déterminés geénes localisés dans la
région sont identifiés par une recherche dansdestde données du génome humain

et par la cartographie des transcrits. Si plusigarges sont présents dans l'intervalle
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candidat, on essaye de déterminer le meilleur gandidat, c’est-a-dire le gene pour
lequel une perte ou un gain de fonction serait @iibje avec le phénotype observé
chez les patients. Un gene candidat ne sera dédiméent validé que par la mise en
evidence de mutations déléteres spécifiquementlebgmtients.

3.2.4. Le clonage positionnel

3.2.4.1. Localisation chromosomique

Cette étape consiste a assigner au gene morbidlecus chromosomique soit
par I'analyse de liaison génétique entre le locaslad maladie et des marqueurs
génétiques ségréguant dans les familles atteisbitspar 'observation d’anomalies
chromosomiques de structure associées a la maladie.
3.2.4.2. Analyses de liaison génétique

L'analyse de liaison génétique consiste a étudaecd-ségrégation du gene
responsable d’'une maladie génétigue avec des masggslymorphiques. Cette
stratégie repose sur la recombinaison méiotiqueosgang-over). Des loci
physiqguement proches sur un chromosome seront eaterséparés par une
recombinaison et auront tendance a étre transraerdrie. Ainsi, plus deux loci sont
proches, moins ils ont de chance d’étre séparésupacrossing-over et plus la
distance génétigue entre eux sera petite. Le potage de recombinaisons
méiotiques entre deux loci permet d’évaluer laatise génétique qui les sépare.
Cette distance est exprimée en centi-Morgans (¢MsY correspond a 1% de
recombinaison homologue entre deux loci pendamdaose (OTT 1991). La carte
génétique consiste en un ensemble dense de loaqumas génétiqgues. Ces
marqueurs sont des polymorphismes au niveau de N'Apolymorphisme de
restriction (RFLP), polymorphisme de répétitions tandem (VNTR et STR) ou
polymorphisme au niveau d’'un seul nucléotide (SNP).

Si un marqueur polymorphe est proche du locus rderldes alléles identiques
de ce marqueur vont étre partagés par les indivatheints d’une famille et non par
les individus sains. L’analyse de marqueurs polyhes chez les individus d’'une
famille permet donc de déterminer quels marquearségrégent avec la maladie.

Cependant, cette co-ségrégation peut survenir sardh&t la liaison d’'un locus a une
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maladie n’est prouvée gue si le nombre de méidseseeest suffisamment grand. Le
risque de liaison di au hasard est évalué par sinstatistique appelé LOD score
(logarithme of the odds ratio for linkage) qui @spond au logarithme décimal du
rapport de la probabilité de liaison entre deux quaurs au numérateur et la
probabilité d’absence de liaison au dénominateuDRMION 1995). Les pics au-
dessus de trois pour les loci autosomiques ou asudade deux pour les loci liés au
chromosome X sur la courbe des LOD scores identifie localisation des genes
d’intérét. Les loci ont alors moins de 1 chance M0 de ne pas étre liés pour les
loci autosomiques (log décimal de 1000 est égag et moins de 1 chance sur 100
pour les loci sur le chromosome X (log décimal 66 ést égal a 2).
3.2.4.3. Identification des génes candidats

La stratégie d’identification de genes candidatdisat une recombinaison
d’'informations positionnelles et non positionnelleEn effet, les approches
indépendantes de la position aboutissent raremerése approches uniquement
dépendantes de la position sont souvent insufésactr les régions candidates
contiennent souvent plusieurs genes.
Les criteres de sélection de gene candidat
Profil d’expression et fonction

Un des premiers criteres est un profil d’expressamproprié, c’est-a-dire
compatible avec le phénotype de la maladie. Le geeat étre exprimé
spécifiquement dans les tissus touchés par la meatag du moins, au moment et a
I'endroit ou la pathologie est observée. Les métsatlanalyse de I'expression d’un
gene candidat sont la RT-PCR, le Northern-Blotugtosit I'hybridation in situ des
ARNmM sur les coupes de tissus et/ou d’embryons pprmet de visualiser
précisément les lieux d’expressions du gene.
La fonction du géne doit également étre approptiéegene doit avoir une relation
fonctionnelle proche avec d’autres génes impliglegss des maladies similaires. Ces
relations peuvent étre un récepteur et son ligdesl,intéracteurs ou des protéines de

la méme voie métabolique ou de développement.
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3.2.4.4.. Homologie avec des genes connus

D’autres criteres de sélection peuvent étre uneoltmgie avec un géne impliqué
dans une maladie avec un phénotype apparenté owrtimglogie avec un gene
identifié dans un modeéle animal montrant un phgm®similaire a celui de I'homme.
En effet, virtuellement tous les génes de la saamisleur équivalent chez 'lhomme.
Les différentes voies sont également trés bien eswgss entre les différents
organismes.
La prédiction d’interaction entre protéines gouwagrtnune voie peut également aider
a l'identification de nouveaux genes de maladies.
3.2.4.5. Approche bioinformatique

La bioinformatique a connu une évolution spectaceilaes dernieres années.
Elle est devenue un outil indispensable dans laerebe de nouveaux genes. Cet
outil comprend : I'annotation des séquences génoesigaccessibles sur les sites
Internet des banques de données (tableau Il) efpregrammes d’analyses de
séquences. La plupart des études de recherchegénds esponsables de maladies
commencent, une fois le locus de la maladie idéntifpar la recherche
bioinformatique de genes ou de séquences exprirpass toutes les séquences
potentiellement codantes sont validées par lesoahps expérimentales.
* Les banques de données de séquence du génome humain
Ces bangques de données sont construites gracec@ndaténation de fichiers de
séquences. Elles contiennent la séquence brute,@gaiement d’autres informations
constituant la carte d’identité du génome. Une bhande données est d’autant plus
complete qu’elle contient toutes les séquenceséhome humain mais aussi par la

gualité et la quantité de ses annotations compléaires.
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Tableau Il : Adresses web des principales banques de donné&eésjdences du
génome humain.

Banques de données Adresses web

Human Genome Working Draft http://genome.ucsc.edu/
Ensembl Genome Server http://www.ensembl.org/
Sanger Center http://www.sanger.ac.uk/
RZPD http://www.rzpd.de/

NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

3.2.5. Etude de la liaison génétique
3.2.5.1. Principe

L'analyse de liaison consiste a étudiecdaégrégation de deux ou plusieurs
loci dans une famille pour tester leur liaison digue.

Le degré de liaison entre les deux lodi efimé en calculant le taux de
recombinaison entre eux.

Pour localiser, ou tester le degré desdiai d’'un géene impliqué dans une
maladie & un locus donné, on aura besoin d’'un nenduffisant de meéioses
informatives et d’'un marqueur génétique, un looust @n connait 'emplacement sur
le génome, c'est-a-dire qu’il peut marquer le clusome sur lequel un alléle
pathologique est situé.
3.2.5.2. Les méioses informatives

Une méiose est informative pour une liaisol’'on peut déterminer si le gaméte
est ou non recombinant, en d’autres termes spellmet d’observer la coségrégation

ou la ségrégation indépendante entre deux loci.
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3.2.5.3Les marqueurs génétiques

Définition

Pour environ 10%, la molécule d’ADN est constityee les génes qui sont le

support de l'information.
En revanche, la plus grande partie (90%) de I'ADNcléaire ne commande
directement aucune synthese protéique et I'on gractuellement sa fonction
précise. Dans cette partie non codante, I'analyseisaen évidence des régions
variables (qui représentent 30 a 40% de cet ADNamalant). Il s’agit de séquences
d’ADN qui existent sous deux versions distinctesphus. Ce sont des marqueurs
génétiques. lls sont situés sur un emplacement ucaur le génome et en
cartographie, ils servent a « baliser » les chromes.

Il existe trois types de séquences qui peuvenepdée au titre de marqueur
ADN : les fragments de restriction polymorphes (RkLles séquences simples,
présentant un polymorphisme de longueur (SSLR&sgbolymorphismes portant sur
un seul nucléotide (SNP).

Polymorphisme de restriction de 'ADN (RFLP : Restiction Fragment Length
Polymorphisme) :

Fragment de restriction dont la longueur est végian raison de la présence
d’un site de restriction polymorphe a I'une deg@xiités ou aux deux.

Les polymorphismes portant sur un seul nucléotideSNP : Single Nucléotide
Polymorphisme) :

Il s’agit d'une variation ponctuelle retraes chez certains individus d’'une
population. Certains SNP peuvent étre a l'origiad=iFLP.

Les séquences simples présentant un polymorphismee dongueur (SSLP :
Simple Séquence Length Polymorphism). Ce sont dEpuences ordonnées,
répétitives dont les différents alleles contiennentnombre différent d’unités de

répétition. Il existe deux types de SSLP :
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Les minisatellites ou VNTR (Variable Number of Taneem Repeats)

Ce sont des séquences d’ADN constituées de metiistés de taille comprise
entre 9 et 64 pb ; ils sont mis en évidence, appépure enzymatique et séparation
électrophorétique des fragments obtenus, par hatioin d’'une sonde spécifique d’'un
motif répété. Leur taille peut aller de 0.1 a 20eklbfonction du nombre de répétions.
Ce sont des marqueurs polyalléliques (les différemiteles correspondant aux
différents nombres de répétitions possibles), iermettent une importante
informativité.

Les microsatellites ou STR (Short Tandem Repeats)

Ce sont des séquences d’ADN constituées de motifari-d ou
tétranucléotidiques répétés n fois. Exemples : (RQAXCCT) n... ou n est variable de
10 a 40 en moyenne.

Ce sont des marqueurs polyalléliques hautementniafiifs et tres fréquents
dans le génome.

Les marqueurs génétiques de choix pour une étudaiden doivent remplir les
conditions suivantes :

Etre le plus proche possible du locus de la maladie

Posséder plusieurs alléles

Etre informatifs (Polymorphism Information Content PIC > 70%).

L’informativité d’'un marqueur est estimée grace fnéguences alléliques.

Dans le cas de notre travail, nous allons réaliser étude de liaison avec des
marqueurs de type microsatellites.

3.2.6. Les puces a ADN :

Il s’agit d’'une nouvelle technologie qui permetdéntification de régions d’intérét
sur le chromosome. Nous avons opté pour la méthaffgmetrix, utilisant les puces a
ADN, une nouvelle technologie qui permet de genetyi®000 SNP répartis sur tout

le génome.
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Les puces a ADN, aujourd’hui communément appeld2sA« microarrays » en
anglais (de « array »=rang ordonn€) sont prépasgesle petites plaques de verre
divisées en tres petites surfaces appelées pueitiss(parrés). Chaque puits peut étre

aussi petit que la moitie de I'épaisseur d’'un cheve

WIRSEISE RSN
GeneChip

Floarrniney €ae>rne rrene
L1133 Fius 2.0

Figure 15 : Photographie d’une puce a ADN.

Dans chaque puits, des copies d'une sonde synileétitADN spécifique (les

différents marqueurs microsatellites) d’environ 20cléotides de longueur, sont
attachées au verre. Les puits de la puce peuvargi aontenir différentes

combinaisons de nucléotides, aussi bien des allf@emaux que de divers alleles
muteés.

Les puces permettent de cribler jusqu’a 125000 mofphismes différents en une
seule expérience, en présumant qu’il y a dansdpuae autant d’oligonucléotides

gu’il y a d’alléles pour chacun des sites SNP.
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L'utilisation des puces a ADN n’est pas tres cououpdie. Afin de permettre une
hybridation éventuelle, la plaque d’oligonucléofidest incubée avec I'ADN cible a
étudier, marqué auparavant avec un ou plusieunsoitlnromes et dénaturé en simple
brin. La puce est ensuite balayée par un rayom @seinduit une fluorescence sur
les puits ou une hybridation a eu lieu, ou par asicopie confocale a fluorescence.

Un logiciel associé analyse les résultats.

Utilisation d'une puce 2 ADN
ou biopuce

Signaux
— Y dhybridation

et Hybridation Lt Microscopie

confocale
Biopuce

Figure 16 : Utilisation d’'une puce a ADN ou biopuce

Les marqueurs de type SNP sont décelés sur I'erlsatulgénome.
Leur utilisation est accrue grace au développemietd technologie de puces a SNP.
Ainsi, des régions d’homozygotie partagées pawsigsts porteurs d'une pathologie
(malades) autosomique récessive ont pu étre ickagif
Notre capacité croissante d’effectuer des analgsdsaut débit du génotype en
utilisant des microarrys a contribué pour beaucaupaugmentation du taux de
découverte des génes RMNS au cours des dix desnareées. Tous les genes
identifiés sur le mode autosomique récessif RMNSjjta présent ont été identifiés
grace a la technologie des biopuces combinée artagraphie par homozygotie
utilisant de grandes familles consanguines (KAUFMANUB, VINCENT 2010).
3.2.7. La méthode du Lod Score :

L’'analyse lod score est une méthoderpéatague établie par Morton en 1955.

Elle est basée sur le principe de vraisemblance ggtimer le taux de recombinaison
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6 et tester la liaison génétique entre deux loci@turrence un locus marqueur et
un locus de maladie (analyse deux points).

La vraisemblance (L) du pedigree estudak entre le locus de la maladie et le
locus marqueur pour une valeur x du taux de recoadon et pouw=0.5, en se
basant sur le nombre d’individus recombinants etrecombinants.

Lorsque les parents sont en phase connue (on tdamgnotype des grands parents)

les recombinants sont facilement identifiés, lasamblance sera :

L=(1-6)". &

Avec : r nombre de recombinants et nr nombre dag@combinants.

Lorsque la phase des parents n’est pasueo(on ne connait pas le génotype
des grands parents), on ne peut pas identifieleltalmarqueur transmis avec la
maladie. Dans ce cas la vraisemblance sera calselée la formule suivante :

L=[1/2 (1-6)™. 6] + [1/2 (1-6)". 6"]
La vraisemblance de I'’hypothese de nondiaisst toujours :
L=0.5""

Le test du lod score pour cette valeuwdest alors défini comme le log décimal

du rapport de la vraisemblance de I'hypotheseaigdn et de non liaison :
Z(X)=logylL (6=X) /L (6=0.5)]

La valeur degd relative au Z maximal (£, correspond a l'estimation du
maximum de vraisemblance du taux de recombinaison.

Une valeur seuil du lod score de 3 est gdedent suffisante pour déclarer la
liaison pour une analyse deux-points. Alors qu'vakeur de -2 suffit pour I'exclure.

Le plus souvent il n'est pas possible @effier les calculs de fagon analytique,
mais du moment ou l'on spécifie un modele génétimede de transmission),
différents programmes informatiques peuvent étrdisés pour estimer ces
recombinaisons et calculer des lod scores sur @esgnees pouvant avoir des
données phénotypiques et génotypiqgues manquantéseetuellement avec des

boucles de consanguinite.
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Deuxieme partie : Expérimentation
Chapitre | : Matériels et Méthodes
1.1.Matériels

Dans cette étude, six familles algériennes atteirtein retard mental non
spécifique ont été recensees, ou il existe au ni@ox malades par famille, pour
confirmer le caractéere héréditaire de la maladigtude mendélienne des généalogies
a montré un mode de transmission autosomique ecess
Les familles étudiées ont été recrutées a I'hgpitantz Fanon de Blida : 4 d’entre
elles au niveau du service de Psychiatrie (B) £t2leautres, a partir du service de
Pédopsychiatrie. Le choix de ces familles a été basles critéres suivants:

- Au moins 2 individus dans une fratrie sont ateide RM pour que le facteur

génétique soit bien mis en évidence.

- Les malades doivent avoir des parents vivantsceessibles et un maximum de
freres et sceurs, malades ou non (pour avoir unmaxid’ haplotypes).

- Il doit exister une consanguinité (c'est-a-dikgoq peut remonter a un ancétre
commun) chez les parents, car il s’agit d’'une difbecrécessive.

- on doit retrouver autant de filles que de gargmagades puisque le RM étudié est
autosomique récessif.

1.1.1. Fiches cliniques et explorations :

En Annexe, est présenté un exemple de fichégake. En effet, un dossier détaillé
a été dressé pour chaque malade. Celui-ci commegicen questionnaire sur les
antécédents familiaux et personnels, comme le dppement de la grossesse,
I'accouchement, les courbes de croissance, enardrle carnet de vaccin, ainsi que
les maladies générales séveres.

Ensuite on a pris en compte le développementhmsyoteur, c'est-a-dire I'age des
premieres acquisitions et le mode évolutif probahieetard psychomoteur.
L’examen cliniqgue a été surtout basé sur les sigmesologiques, I'épilepsie, les
troubles psychiatriques et du comportement, aingilgs signes physiques en prenant

des photographies sur plusieurs pauses, pour degmogur’il n’existe aucune
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dysmorphie, et donc aucune tare physique assodeeRM est isolé, non
syndromique.

En ce qui concerne I'exploration biologiquea i€té procédé au bilan sanguin usuel
(NFS, glycémie...), tandis que le caryotype standgrdbandes R, et la recherche de
I'X-fragile ont été effectués au service de génaidpumaine du Pr. H. Chaabouni a
Tunis.

Enfin, un scanner a été réalisé pour un reptaésemalade de chaque famille.

Il est a préciser gu’aucune anomalie n'a été décpldur toutes les explorations
précédentes.

L’évaluation du RM, c'est-a-dire I'estimateur Quotient Intellectuel a été réalisée
au niveau du service de Psychiatrie du Pr. Ridouh.

Les arbres généalogigues ont été dressés guacguastions précises posées aux
chefs de familles, mais nous nous sommes basémssgur « le livret de famille »
pour éviter le moindre oubli.

1.2. Méthodes
1.2.1. Introduction : Notre but sera de faire un génotypage par micetigas, c'est-
a-dire la détermination des alleles pour chacunrdasjueurs chez les différents
individus.
L’'analyse s’effectue en utilisant les séquencesgil@ntes d’'un microsatellite donné
(communes aux différents individus a étudier) pammplifier celui-ci chez les
différents individus. La taille des difféerents puitd amplifiés (correspondant aux
différents alleles du microsatellite) est alorslega par électrophorese.
1.2.2. Matériel biologique : obtention de I'ADN

La méthode d’extraction de 'ADN a la protéindéest utilisée au laboratoire de
génétique humaine de I'hépital Charles Nicolle deis.

La méthode pour I'extraction de 'ADN :
Pour le génome humain, les leucocytes constitues source simple de DNA pour

les études de Biologie Moléculaire.
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Un prélévement de 5 a 10ml de sang recueillusuanticoagulant comme 'EDTA,
permet d’obtenir quelques centaines de microgramd'®@BN sous la forme de
fragments de taille supérieure a 20kb.

La lyse des cellules :
La lyse des cellules sanguines met en jeu l'inteéiga de détergents ioniques qui
désorganisent la double couche des phospholipelesémbranes

Le sang recueilli sur EDTA est vigoureusementlamgé a une solution
hypotonique pour faire éclater les hématies dépmswde noyaux. Les leucocytes
sont alors récupérés par centrifugation, suiviendavage avec la méme solution
hypotonique.
lls sont ensuite traités par un mélange de détergemme le SDS (Sodium Dodecyl
Sulfate) qui permet de désagréger les membraniesag@ls et de libérer les contenus
cytoplasmiques et nucléaires.

Un traitement a la protéinase K (une protéasenet de libérer 'ADN nucléaire
en digérant les histones qui lui sont associées l@gnchromosomes eucaryotes.
1.2.2.1. Extraction de 'ADN

L’ADN est extrait a partir du sang totaD a 30ml de sang sont prélevés en
présence d’'un anticoagulant (EDTA) et 'ADN estugéré a partir des leucocytes
par un protocole d’extraction.

Récupération des leucocytes

Le sang prélevé est centrifugé a 2500 toursprairdant 10 min a 4° C, la phase
intermédiaire (buffy coat) correspondant aux gleswlancs est récupérée.
Lyse des globules rouges

Les globules rouges anucléés sont lysés daessolution de lyse SLR 1X
(solution hypotonique permettant I'éclatement demlambrane cellulaire) dont la

constitution est suivante :

Tris-HCI 10mM pH 7,5
MgCl, 5mM
NacCl 10mM
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Traitement au tampon de lyse
Apres un temps de repos de 10 a 20 min otriftege a 3500 tours/min pendant

10 min a 4°C le culot leucocytaire est récupéréafonte 15ml de tampon de lyse 1X
de composition :
Pour 100 ml de tampon de lyse 10 X :

-20 ml Tris HCI pH 7,5

-10 mlEDTA 0,5 M

- Eau milliQ qsp 100 ml
Puis on procede a une centrifugation a 4° C pentl@nmnin et a raison de 3500
tours/min. Le surnageant est rejeté et le culoupéré. Ce dernier est remis en
suspension dans 10 ml de tampon de lyse 1X. Cpémtion est répétée jusqu’a ce
gue le culot soit propre.
Traitement a la protéinase K
Au culot leucocytaire obtenu, on ajoute :

- 5 ml de tampon de lyse

- 250 ml SDS 10 %

- 100 Ul de protéinase K (1@{g/ 1)

Le SDS qui est un détergent va lyser la mengbflulaire des leucocytes en
agissant sur les lipides membranaires. La protéifkagune serine protéinase non
spécifiqgue) permet, apres un temps d’incubatiome’nuit a 37°C, de détruire les
protéines liées a 'ADN.

Précipitation de 'ADN

On ajoute deux volumes d’éthanol glaciaB® %, une agitation douce fait
apparaitre la méduse d’ADN qui sera récupérée alamsbe Ependroff.
On centrifuge pendant 2 min et on lave avec I'éthabsolu.
Resuspension de I'ADN

Aprés avoir laissé sécher 1 a 2 nuits,joata 250U T,0E;. On conserve a 4°C.
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1.2.2.2. Controle de qualité et quantité de I'ADN
La quantité :

On a utilise la méthode du dosage spectrophotamuétrie ’ADN qui consiste
a mesurer la densité optique (DO) des acides mua8ipuriques et pyrimidiques qui
absorbent a4 260 nm et d’en déduire la concentration

1 unité de DO correspond a 3@/ml
L’ADN est dilué 300 fois (facteur de dilution F)av de prendre les mesures. La
concentration sera donc calculée par la formulessiie :
C Hg/ml = (DQschantiiorDOeay *50xF
La concentration des échantillons d’ADN a ampliegté réglée a 100 ngl.
La qualité

Une deuxieme lecture a 280 nm est nécessaire petireren évidence une
éventuelle contamination protéique ou par les $étsADN pur bicaténaire possede
un rapport de densité R compris entre 1.8 et 2c av

R=DO 260/ DO 280
Une valeur de R inférieure a 1.8 détecte une cdntin protéique.
Alors qu’une valeur supérieure a 2 signifie unetaomnation par les sels, dans ce cas
un lavage par I'’éthanol est nécessaire.
1.2.2.3. Margueurs génétiques utilisés :

Dans le cas de notre travail, nous allons réaliser étude de liaison avec des
marqueurs de type microsatellites.

lls sont analysés par PCR, puis électrophorese aeindg plolycrylamide
dénaturant qui permet de distinguer les allelelection de leur taille.

Le microsatellite est entouré par des séquencegieside bases dans lesquelles
ou définit des portions d’'une vingtaine de nuclkbeti appelées amorces ou primers.
Ce sont elles, qui permettent de cibler les midedizs (réaction PCR).

La réalisation d’'un génotypage consistera a amapliine série, ou un panel de
microsatellites d’intérét, puis a analyser laléaibu longueur (en paires de bases:

pb) de chaque microsatellite amplifié, cette tailiderminée a la base prés, reflete
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directement le nombre de répétitions du motif deelidu microsatellite. Chaque taille

correspond a un allele bien précis du microsatellftgure 17)

1.2.2.3.1. Localisation chromosomique des difféeremmarqueurs utilisés au

cours de notre travall

pter

105,5 Mb| D1S429 (1p21.1)
107,45 Mb| D1S1166(1p21.1)
110,98 Mb| D1S2726(1p13.3)
112,16 Mb| D1S187(1p13.3)

Chromosome 1

pter

112,79 Mb| D4S407 (4G25)
114,66 Mb| D4S1611 (4¢26)

Chromosome 4

pter

2,34 Mb| D3S3525(3p26.3)
3,27 Mb| D3S3050(3p26.2)
4,02 Mb| D3S1560(3p26.1)

Chromosome 3
pter

12,57 Mb| D19S221(19p13.2)
13,17 Mb| D19S558(19p13.12)
13,7 Mb| D19S840(19p13.13)

Chromosome 19

Figure 17 : Disposition des marqueurs sur les chromosomes4leB19.
La distance, a partir de pter est indiquée en masg(Mb).
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1.2.2.4. Reéaction de polymérisation en chaine (PCR

L’amplification de ces loci marqueurs eSalisée par la technique de PCR.
Cette technique décrite en 1985 par Karry MULLI$pet d’amplifier des séquences
d’ADN de maniere spécifique et d’'augmenter considiment la quantité d’ADN
dont on dispose initialement.
1.2.2.4.1. Principe de la technique

La réaction de polymérisation en chainéRPest une procédure rapide pour
une amplification trés importante d’'une région bpgécise de I'ADN : c’est en fait
une cyclisation in vitro d’'une réplication successd’ADN, effectuée a l'aide d’'une
ADN polymérase thermorésistante extraite de ladvactThermus aquaticus (Taq
polymérase) qui, comme toutes les ADN polymérasepaut synthétiser le brin
complémentaire d’une séquence d’ADN qu’a partim@'@morce oligonucléotidique
(Figurel8).
1.2.2.4.2. Les difféerentes étapes de la PCR
La réaction

Une réaction de PCR correspond a la successiore drgntaine de cycles

comportant chacun 3 étapes :
Dénaturation pendant quelques secondes a 94°.riressddADN se séparent. On dit
alors que I’ADN est dénaturé.
Hybridation : la température est rapidement abeaisgéla température optimale
d’hybridation des amorces. Les amorces «recorgmdiss leurs séquences
complémentaires sur les brins d’ADN cible. ElleBy®rident chacune a son brin
respectif. Cette étape dure de 30 secondes a ltemlidDN total etant plus long,
n'aura pas le temps de se réhybrider.
Elongation : La température est ensuite augmen{é®® &, ce qui permet a la Taq
polymérase d’ajouter des nucléotides aux amorcbad®es, dans le sens 5'vers 3.
Les nucléotides sont incorporés en fonction de dguence cible (nucléotide

complémentaire).
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Un nouveau brin d’ADN, dont la séquence est compléaire de celle du brin cible,

vient d’étre synthétisé.

PCR : Polymerase Chame Reaction

30-40 eveles of 3 steps

ﬂfHW’ *‘ﬁﬁﬂu"lﬂbwwwm Step | : denaturation

ﬂmﬂmmmﬂmrr [T

T ({ eI

1 mun 957 C

. S st s Step 2 : annealing
Hy il

1 minsge

forward and reverse

primers !

| Stk ,i.. I,mw

| b ] g \ F 1 minute 72°C

3 Step 3 : extension

only dNTP's

Figure 18 :Les différentes étapes de la PCR
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1.2.2.4.3. Les thermocycleurs

La cyclisation de la polymérisation a é&géandement facilitée par la
commercialisation de machines a PCR : les therntegye Ce ne sont en fait que
des blocs chauffants-refroidissants programmalhles.montées et les descentes en
températures ainsi que les durées de chacune dpssésont pilotées par un
microprocesseur.

Chaque amplification nécessite une prognation spécifique du
thermocycleur, et de ce programme, dépendent pitgsipoints importants : une
bonne dénaturation des structures double-brns, polgmérisation suffisament
efficace et surtout une réassociation correcteeda amorces et les régions de la
séquence cible qui leur sont bien homologues.
1.2.2.4.4. Description d’'un programme classique deCR :
1°/3 Minutes de dénaturation a 95° C, c’est une étape qui sertea biénaturer
I’ADN dés le départ.
2°/30 cycles de réplication
1 minute de dénaturation & 95°C
1 minute d’hybridation & 56°C
1 minute d’extension a 72°C

3°/5 minutes d’extension finale a 72°C.

4th cycle
o Exponential amplification
—— <’%r(l cycle

/ m—— <n(l cycle

e, WaLted gene

———mmm——  Qstcycle e = 35 th cycle
template DNA \ — T —
B . REE—
; -
2 - 2= < 36
4 copies 8 copies 16 copies 32 copies 2 - 68 billion copies

Andy Vierstraete 1999

Figure 19 : Amplification exponentielle de I'ADN par PCR
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1.2.2.5. Amplification des marqueurs polymorphes
L'amplification des marqueurs polymorphes siwipour cette étude est
réalisée par la technique de PCR. Cette derniemagied’amplifier des séquences
d’ADN de maniére spécifique et d’augmenter considiement la quantité d’ADN
dont on dispose initialement.
1.2.2.5.1Les réactifs utilisés
La molécule d’ADN
Généralement sous forme de double brin, elle conteefragment & amplifier.

La concentration de ’'ADN dans le milieu réactiohest de 400 ng/l.

Deux amorces (sens et anti-sens)

Ce sont de petits brins d’ADN d’environ 20 basedigbnucléotides) capables
de s’hybrider de facon spécifique, grace a la cémphtarité des bases, sur le brin
d’ADN correspondant. Les amorces sont choisiesagerf a encadrer la séquence
d’ADN a amplifier. lls sont livrés sous forme deligmn. La concentration a été
ajustée a 150 ngyl.

L'enzyme

La Taq Polymérase est une ADN polymérase thernstagge extraite de la
bactérie Thermus aquaticus. Sa température optidiabtion est de 72°C et elle est
capable de résister a des passages successifsCa @5°qui a rendu possible
'automatisation de la procédure. Elle présente actévité exonucléasique 5’ a 3,
c’est-a-dire de la fonction d’édition. 2,5 Unitémt nécessaires par réaction de PCR
de volume final de 5QuI.

Le tampon de la tag polymérase (10X)

Il est indispensable a I'activité de I'enzyme et legé avec elle. La concentration
nécessaire pour la réaction est de 1X.

Les nucléotides (Eurobio)

dGTP,dATP,dTTP,dCTP, appelés globalement dNTPso3é#sucléotides-Tri-

Phosphates), qui sont les éléments de base uplisda Taq Polymérase pour
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synthétiser les brins d’ADN complémentaires. Laasariration initiale des dNTPs
est de 100 Mm.
Le chlorure de magnésium MgcCl
La concentration du Mggldoit étre déterminée a chaque fois qu'un nouveau
fragment est a amplifier. On réalise en généraly pptimiser la réaction de PCR,
une gamme de Mggdlont la concentration finale varie de 0.5 a 2 mM.
1.2.2.6. Electrophorése sur gel de polyacrylamide

Ou possibilité de séparation de molécdié®N qui ne difféerent que par un
seul nucléotide :
L’électrophorése sur gel de polyacrylamide esiséil pour la séparation des produits
de PCR dirigé au niveau des microsatellites de NApour lesquels les produits
synthétisés a partir de différents loci alleliqpesirraient ne différer que par deux ou
trois paires de bases seulement.
Un gel de polyacrylamide est constitué de chaindiasrylamide constitués de
monomeres (Ch#CH-CO-NH-CH) qui sont reliés entre eux par des chaines de n,n’
methyléne biscrylamide (GHCH-CO-NH-CH-NH-CO-CH-CH) communément
appelé bis ou comonomere.
La polymérisation de la solution d’acrylamide etldg est initialisée par adjonction
de persulfate d’ammonium et catalysée par le TEMBELN,N’,N’-tretraméthyl-
ethylene-diamine),de l'urée, un agent dénaturantpgévient les réappariements
intra-chaine.
La concentration en monomeére et en comonomere, auoe le degré de
polymérisation (longueur de la chaine), et de udioon (quantité de N,N’-
méthyléne-bisacrylamide incorporé) déterminentdasité , la viscosité, I'élasticité
et la résistance mécanique du gel.

Le gel de polyacrylamide est déposé entre géagues de verre séparees par des
réglettes définissant I'épaisseur du gel (spac€s)type de préparation des gels a
deux avantages. Tout d’abord cela permet de faisgpthques de polyacrylamide trés
fines(<1 mm),ce qui améliore d’autant la qualitéaécture des séquences ADN en

donnant des bandes trés bien séparées. Ensuéearahet d’améliorer la qualité de
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la polymérisation sur I'ensemble du gel, puisque réaction est inhibée par

I'oxygéne.
Puits pour déposer les
¢chantillons
i 50 nucléoidles
E
i
Plaque arriere — ——— Plaque avant
I o
(rel de moins de 1 '
1 mm d'epaissent q
" | y 10 nucléotides
e i
e

LY
L™

Figure 20 : L’électrophorése sur gel de polyacrylamide pernecs@parer des
molécules d’ADN dont la longueur ne differe querdhwucléotide.
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Marqueur polymorphique

(type microsatellite)

CHl W

I EITE N

I[li:mm

T

QT m

Séparation sur gel

polyacrylamide

‘\
el J Individu 1
> (CA) 14 et 18
A
—_— (CA) e Individu 2
B> s
. <. Individu 3
—_’. (C‘A) 15 et 17 )
| 90 - 300 ___..I ...............
nucléotides
(CA)
Fragments amplifiés par PCR
avec amorces spécifiques (A et B)
(Cf&) (CA) .8~
(CA)17
(CA) 16
(CA)1s—
(CA) 14— |

Figure 21 : Principes du génotypage par amplification PCR derasatellites

En résumé :

\

L'utilisation d’amorces spécifigues a urggion du génome contenant une

séquence microsatellite polymorphique permet ['aficption par PCR d’un

fragment variant entre 90 et 300 nucléotides. Loesde marqueur utilisé est

informatif, les fragments d’ADN des individus géyoés peuvent étre discriminés

selon leur longueur grace a une migration des éitloas sur gel polyacrylamide.

Ainsi, la transmission des alléles parentaux atdiieur d’'un pedigree peut étre

nettement établie (figure 21).
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1.2.2.7. Génotypage a la radioactivité

Les 3 marqueurs polymorphes ayant donnérasultat dans ce type de

génotypage sont principalement localisés dans deoomé3p25-pter (prés du gene

CRBN en 3p26.2), tandis que le quatrieme est ls€adn 19p13.13 (prés du gene
CC2D1A en 19p13.12).

La séquence des oligonucléotides correspiiradaes marqueurs, ainsi que leur

Tm sont résumeés dans le tableau suivant :

Tableaulll : Amorces de microsatellites sur le chromosome 8 ehfomosome 19

Locus Amorce sens Amorce anti-sens T™Tm°C
D3S1560, GCATCTACAGGGGGGTGTCT AGGCTGATTTTCAGCACA 56
D3S3050, TGGTGGTATGCATTTGTCAG ATTCCCTGACTTCAAGTGCA 65

D3S3525 GATTTTGGGACTTGTCAGC

GTGTAATCTCCTGTAGCAGAGTT 56

D19S558| GATTTTCTATTGCATTCAGCT

GACCCTGTCTCAAACAAAC %5

1.2.2.7.1. Conditions de PCR pour les marqueurs Uigés
* Pour les marqueurs D351560,D3S3050 et D3S3525

TableaulV : programme et conditions de PCR pour les micros@liu chromosome 3.

_ ~ | Volumes en
Produits Concentration 4 Programme
ADN 100 ngjul 4 96° pendant 5 min
dNTP (eurobio) 2 mM 4 94°C pendant 30 se
0 35
MgCL, 50 mM 1 56°C pendant 30 sec Cycles
Tampon 10 x 5 72°C pendant 30 sec
Amorces 150 ngjul 0.8+0.8
Taq (eurobio) S5u/ul 0.3 72°C pendant 5 min
H.O gsp 504l
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* Pour le marqueur D19S558
TableauV : programme et conditions de PCR pour les microsaizkiu

chromosome 19.

_ ~ | Volumes en
Produits Concentration 4 Programme
ADN 100 ngjul 4 96° pendant 3 min
dNTP (eurobio) 2 mM 4 94°C pendant 30 sec
0 35
MgCL, 50 mM 1.5 54°C pendant 30 s Cycles
Tampon 10 x 5 72°C pendant 30 sec
Amorces 150 ngjul 1+1
Taq (eurobio) Su/ul 0.3 72°C pendant 5 min
H.O gsp 504l

1.2.2.7.2. Vérification des produits d’amplificaton

Dans chaque série d’échantillons amglitiéit étre intégré un témoin négatif
gui atteste I'absence de contamination. Sur leg4.@@ réaction, 1/10 soit 3@ sont
utilisés pour la vérification de 'amplification.dds utilisons un gel d’agarose a 0.8%
imprégné de bromure d’éthidium (BET) (0/8Vi/ml final) qui sont déposés dans les
puits du gel avec un mélange de bleu de bromopl{érzd%), bleu de xylene cyanol
(0.25%) et glycérol (30%) qui sert d’une part auattr I'échantillon déposé donc a le
faire tomber au fond du puits et d’autre part &reple front de migration.

Apres migration par électrophorése a 8Q ¥olprésence d’'un tampon, le BET
permet de visualiser 'ADN en le rendant fluorescgous ultraviolets. On utilise un
marqueur de poids moléculaire pour déterminer aqmattivement la longueur des
fragments utilisés.

La présence d’'une bande unique et de tiieespondant au fragment attendu
atteste d’une bonne amplification ; par contrgriéssence de bandes supplémentaires

témoigne d’amplifications non spécifiques nécessisait de diminuer la quantité de
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MgCl,, soit d’augmenter la température d’amplificationire de changer les
oligonucléotides.

Exemple:

2000
1200
800
400
200
100

Figure 22 : Vérification des produits d’amplification

En haut les puits creusés dans le gel ou on déjgabantillon de la PCR. Cing
couples d’amorces différents sont utilisés ici pamplifier 5 segments d’ADN
différents. Sur I'échelle de taille dans la premi@iste la bande la plus haute est a
2000 paires de bases ou bp (base pair), les sasrant200,800,400,200 et 100. Les
bandes du bas sont peu visibles. Ainsi le prodGR Flans la piste 1 et de la piste 3
fait environ 800bp. Celui des pistes 4 et 5 emvir00 et 600 respectivement.

Dans la piste 2 on observe deux bankies que le fragment attendu était de
700bp. La bande du haut est donc a la taille atientda deuxiéme est une bande
« parasite »,signe que nos amorces se sont hybrailésurs sur 'ADN, que leur site
de liaison n’était pas « unigue ».Une bonne PCRina’ que la bande attendue a la

hauteur attendue.

1.2.2.7.3. Migration sur gel de polyacrylamide
Le produit de PCR est dénaturé par chauffage a,afif@rocede a

une migration sur gel d’acrylamide dénaturant &:5%
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- Acrymalide de 40% (191) 12.5 ml

- Urée 42 g
- TBE 10x pH8.8 5ml
- H,0 QSP 100 ml

Le temps de migration dépend de la taille du proaiumplifié :
1.2.2.7.4.Le transfert sur membrane :
Les fragments d’ADN sont transférés par ltjie sur membrane de nylon N+
(Hybond-N+).
1.2.2.7.5.Marquage de la sonde :

L’'une des amorces ayant servi a 'amplifmaiest utilisée comme sonde. Le
marquage se fait au phosphore 8P32/dCT*P) par une terminale transférase.
Dans un volume final de 38, on mélange :

- 30 4l H,0O
- 11 Ul de tampon de I'enzyme
- 5 ul de cobalt (CoG)
- 3 Ul de la sonde a marquer
- 3.54l de terminal transférase (TT)
- 2.5 Ul A'P32/Dct*P
On incube pendant 1h30 min au bain marie.
1.2.2.7.6.Hybridation de la membrane :

Avant hybridation, une étape de préhybridat@st nécessaire pour saturer les
sites de fixation non spécifiques de 'ADN. Poulacéa membrance est incubée dans
un tampon de préhybridation avec 'ADN de saumamatiéré pendant 1h30 min a
42°C.

La composition du tampon de préhybridation estlaaste :

- SDS 1%
- NaCl 1M
-TrisHC1 pH 7.5 50 Mm
- Denhart 5X
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Le Denhart est composé de :

- Ficoll 2%
- PVP 2%
- BSA 2%

La membrane est ensuite hybridée par la sonde ®argn présence d’'un tampon
d’hybridation a 42°C pendant une nuit.
Le tampon d’hybridation a la méme composition geigampon de préhybridation
auquel on ajoute du suflate de dextran a raisdimE100ml.
1.2.2.7.7.Révélation :

Aprés lavage dans une solution composée St 3X et de SDS 0.5X, la
membrane est exposée contre un film d’autoradidieagans une cassette. Le temps
d’exposition dure une nuit a 80°C.

Le film est ensuite développé dans un bain fixaseiecessif a un bain révélateur.

1.2.3. Génotypage par séquencage automatique :

Le principe de fonctionnement du séquenceur essuiwant: la solution
contenant les fragments amplifiés et marqués ameftuarochrome montent dans le
capillaire, sur sur une matrice plus fluide qugééd’agarose : le pop.

Les fragments migrent en fonction de leur taiks, plus petits avant les plus grands.
Le fluorochrome contenu sur les séquences esttdépac un laser. L'intensité du
signal obtenu est proportionnelle a la quantité@NAMarque.

En installant le pop, il faut faire attention a pas mettre de bulle d’air dans le
capillaire qui peut servir a environ 1000 analyses.

Dans ce type de génotypage, on a choismafqueurs fluorescents répartis
comme suit: 2 sur le locus 3p25-pter, 2 sur leusodq24-925, 2 sur le locus
19p13.12 et 4 sur le locus 1p21.1-p13.3
La séquence des oligonucléotides correspondarg anaequeurs ainsi que leurs Tm

sont résumés dans le tableau suivant :
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Tableau VI :Amorces des microsatellites utilisés pour le gépafe par séquencage

automatique.

'm

Locus Amorce sens Amorce anti-sens T
D3S3525 | GATTTGGGACTTGTCAGC GTGTAATCTCCTGTAGCAGAGTTC 55
D3S3050 | TGGTGGTATGCATTTGTCAG ATTCCCTGATTCAAGTGCA 53
D4S407 | AATAATATCCTTTGATCCTTTCGCTA | AAATTTGGTTATTTTTAAGCAAACTATAT |55
D4S1611 | AGAGTAGTTTCCATCTTTGTTTTC GGGCAAGGCTCATCAC 55
D19S840 | ATAGGCCAAGACTGTCTAAAACAA GCCCTAACTGCTGTAAGSAACT 55
D19S221 | GCAAGACTCTTGACTCAACAAAA CATAGAGATCAATGGCATGAA 55
D1S429 | GGTCAAACAGAGAGCAATTG CAAACCTGCAGTATCTCTAAGG 55
D1S1166 | CTTGGCCTACATTTATACTCT AAGGTCAAATCCCTGTAACAA 53
D1S2726 | CCACAAGTTGCAGGGTT CTGGATGGATGCTCAAATAC 53
D1S187 | AGGTGTGAGCTGTTCCCATA GCAAGACAGCTGCCTCATA 51
* Les conditions de PCR :
TableauVll : programme et conditions de PCR pour les microsatellitilisés par le
séquenceur automatique.
: . Volumes
Produits Concentration en Al Programme
ADN 100 ngjul 2 95° pendant 12 min
dNTP (eurobio) 2 mM 8 94°C pendant 15 se
X10
MgCl, 50 mM 2.5 T °C pendant 15 sec Cycles
Tampon 10 x 5 72°C pendant 30 sec
Amorces 150 ngjul 1+1 89°C pendant 15 sec X20
Taq (eurobio) 5u/ul 0.3 | T °Cpendant15 sec J Cycles
72°C pendant 30 sec
H.O qsp 5Qui 72°C pendant 10 min
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La température T change d’un marqueur a un autre :

TableauVlll : Températures de fusion (Tm) des différents micedkims

Marqueurs T°C
D4S2788
D1S1166 53
D1S2726
D3S3525

D4S407
D4S1611
D19S840
D19S821

D15S429

D1S187 51

55

» Geénotypage: Préparation d’'une plaque de 96 puits allant gueéceur :

Introduire dans chaque puits un mélange giéde chaque produit de PCR avec 13.5
M1 de formamide et 0,81 de marqueur de taille Lyz standard.

Ensuite, dénaturation de la plague au thermocy@e2s°C pendant 3 minutes avant

de l'introduire dans le séquenceur.
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- CACACACACAUAUACACACA -.
S ! i | Individu 1
- CACACACACACACACACACA -
‘--——
==de ®
- CACACACACACACACACACACACACA -
i v
o Individu 2
- CACACACACACACACACACA -
-
Révélation
i)
s a8
Amplification Ind1  Ind2
Individu !: locus 1 locus 2 locus 3
1o 83 188 200 204
o Ind/locus {locus 1 |locus 2 | locus 3
Individu 2: locus | locus 2 locus 3
' Ind 1 110/110 |183/185 | 200/204
/\/\ /\ /\ /\ Ind 2 110/112 [ 185/185 | 200/204
110 112 185 200 204

| *Of®

Zones d"hybridation des amorees de PCR

Répétition du motii' CA

ADN double brin

Marquenr Nuoreseent

] Amorces de PCR

Principe des marqueurs microsatellites (vatiere, 2002)

Figure23 : Principe des marqueurs microsatellites
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En haut : représentation des microsatellites pour un lotusiedividus, et résultats
sur gel de polyacrylamide apres amplification PCR.

En bas: représentation des pics de fluorescence (une woylar locus) par
analyseur automatique d’ADN.

Chaque pic correspond a un fragment amplifié daous (alleles dont la longueur est
indiquée).

A droite : Les génotypes (ensemble des longueurs amplifigés gtaque locus) des

deux individus, donc les alléles différenciant iceBvidus.

1.2.4.Utilisation des SNP microarrays

Les SNP (Single Nucleotid polymorphism) sont desrgumeurs bialléliques
correspondant a une variation d'une paire de bHsesont codominants, tres
nombreux et répartis sur 'ensemble du génomeagjitsde procéder a I'’hybridation
sur puce Affymetrix 10K contenant 10000SNP. Uneeppar sujet servira a une tres
grande rapidité de criblage de I'ensemble du génddeix branches de la famille
KM ont été analysé par cette méthode. Leur ADNéadétsé, amplifie, fragmenté et

dénaturé, puis marqué au fluorochrome et mis atacbde la biopuce.
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Chapitre Il : Résultats et Discussion
2.1. Résultats

2.1.1. Construction des arbres généalogiques :

Les arbres généalogiques des 6 familles oétrétonstitués a partir de
'enquéte génétique. Ceci nous permet d'établinmiede de transmission de la
maladie.Dans les généalogies suivantes, on assigii&que génération un chiffre
romain, et a chaque individu un numéro permettdidentifier les différents
membres de la famille.

* Famille K.M :
Dans 3 branches il y a des descendants porteuRivdd_a consanguinité est nette
pour les 2 premieres branches, c'est-a-dire leples|flV8-1V9) et (115 —IV5), par
contre elle n’est pas observée pour le couple (WB-
On observe 2 malades par branche, et les patientanstitués aussi bien de filles
gue de garcons (figure 24).

* Famille Ben A-Z:
Il y a 2 grandes branches principales. La consaitguconcerne seulement |€" 1
couple (111-112) : Les 2 sexes sont également regmées par les patients (figure 25).

* Famille Ar :Consanguinité apparente des parents, et on n'abspre des garcons
atteints, mais leur phénotype est normal (figure 26

» Famille Kh :On observe une consanguinité chez les parentserfiabts de la méme
fratrie sont atteints, dont 4 garcons et 1 fiigure 27).

* Famille Ch :Mariage consanguin donnant naissance a quatretenfatades dont 3
garcons et 1 fille (figure 28).

» Famille Si :ll existe une consanguinité chez le couple lll1Z2tdbnnant naissance a 2
filles malades. On observe également que les daale® paternels 117 et 118 sont

malades (figure 29).

71



IV

.

T

.y

i

9

1

;

é I m
2 g #é‘;:@lj

Eﬁ

o

4 O

o e 0 o m &b

m o O

=N =

Figure 24 : Arbre généalogique de la famille KM
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Figure 25 : Arbre généalogique de la famille Ben A-Z
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Famille Ar
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Figure 26 : Arbre généalogique de la famille Ar
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Figure 27 : Arbre généalogique de la famille Kh
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Figure 28 : Arbre généalogique de la famille Ch
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Figure 29 : Arbre généalogique de la famille Si
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2.1.2. Etude mendélienne : mode de transmission@insanguinité
La consanguinité est définie comme étant le résutan mariage entre deux
individus apparentés (c'est-a-dire ayant un ouiguus ancétres communs). Pour un
descendant donné, elle est d’autant plus importqnéele lien de parenté entre les
parents est étroit.
L’examen des différentes généalogies montre unengledtransmission autosomique
récessif. En effet les pedigrees vérifient les donts suivantes :
1. La maladie atteint aussi bien le sexe mascul@lg sexe féminin avec la méme
probabilité (le sexe ratio est d€F?).
2. Le caractere n'apparait que dans la fratrie ¢b@z les parents): la distribution
des sujets atteints au sein des généalogies ggtaelborizontal.
3. La maladie n'apparait qu’a la troisieme ou latgame génération souvent suite
a un mariage entre apparentés qui doivent étreaanas hétérozygotes.
La ségrégation mendélienne attendue dans cettgocet@le mariage est de type :
Y2 homozygotes normaux, de génotype AA
Y, hétérozygotes normaux, de génotype Aa
Y, homozygotes récessifs, c’est-a-dire atteintgéietype aa
Avec « A » I'allele dominant (normal) et « a » l&e récessif (muté)
2.1.3. Résultats de I'étude moléculaire :
L’étude moléculaire a concerné 34 individus régastir les 6 familles étudiées,
dont 15 malades.
2.1.3.1. Génotypage par radioactivite :
La lecture des autoradiographies nous a permisedenstituer les génotypes
ainsi que les haplotypes des individus concerneseite etude.
Les haplotypes sont déterminés a partir des allssdifférents loci hérités d’un
méme parent.
Pour chaque alléle d’'un marqueur donné, on a aérim numéro. Les haplotypes

obtenus sont rapportés sur la figure suivante :
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2.1.3.1.1.Reconstitution des haplotypes

KM1

KM2

"L v

7 & 9 10 1l 11 13
D383525 13 -4 1 43 13
D383050 g = “ 1§ 8 fw o g
D351560 ¥ wd 12 11
DSy -3 173 33 J
DI 15 -1 3 11
DSl -2 14 14 i 214

M

¥ ‘ﬁﬁ‘gﬁ Iy

DISKS 31 33 13 33 Dswls 13 6 13 35 35 36
D353050 15 45 55 43 sy 12 13 11 21 11 23
D351360 12 31 1e o Dislsel 12 31 1. 113 29 11
plogssg 12 11 1 21 11 1111 11

Figure 30: haplotypes reconstruits apres lecture des autayeapbies.

Des tirets sont mis lorsqu’il est difficile de likes autoradiographies.
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Le but de l'étude moléculaire c’est de reconstitues genotypes et les
haplotypes des différents individus testés, cgpguinet de préciser la phase.

La méthode utilisée est ’lhomozygotie mapping quibase sur le fait que dans les
unions consanguines, étant donné que les pargmastigmnent a la méme famille, si
leurs enfants sont malades, c’est qu'’ils sont hgmotes pour le géne délétere, et de
la, pour les marqueurs proches ou a l'intérieurgdne, ces marqueurs, comme le
gene délétere proviennent d’'un méme ancétre commun.

Remarque : L’homozygotie mapping ne s’applique gy’analadies autosomiques
recessives.

Seulement, pour réaliser une étude de liaison it fdes familles (méioses)
informatives, c’est-a-dire permettant de voir 'tk coségrégation entre le locus de la
maladie et les marqueurs étudier ou non coségoégatest-a-dire indépendance
(loci trés éloignés d’ou absence de recombinaison).

En fait l'informativité d'une famille dépend de Etérozygotie des parents.
Ainsi, il faut qu’au moins I'un des parents soitérézygote pour le marqueur étudié.
Par contre si les deux parents sont homozygotesneoipeut trancher quant la
transmission des alleles dans la descendance aethst- préciser l'allele qui
conségrege avec la maladie : la famille étudiéeatsts considérée comme non
informative.S’ils sont tous les deux hétérozygoles; informativité peut étre bonne.
Liaison au locus 3p25-pter :

Famille K.M: Les individus atteints n'ont pas ditatype commun ni a I'état
homozygote, ni a I'état hétérozygote, c'est-a-dire les atteints de chaque branche
de la famille ne présentent pas la méme combinaison

Un haplotype est constitué par plusieurs génotypasst-a-dire une succession
d’alléles sur plusieurs marqueurs identifies sunéme chromosome (en cis) et dont
on connait l'ordre.

Les haplotypes ne sont pas toujours conserveés dgié@nération a I'autre.

On peut observer dans la descendance :

Les haplotypes parentaux.

Les haplotypes recombinés.
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Dans le cas d’une liaison entre le marqueur ebded de la maladie lors d’'une
transmission autosomique récessive, on s'atteredcgue tous les sujets atteints soient
homozygotes pour le méme alléle du marqueur (gaainbinaison).

De méme il faut retrouver un génotype commun degdalifférents sujets atteints qui

soit différent de celui observé pour les individas.

Famille Kh :
De méme, on observe I'absence d’'un haplotype hoguizycommun aux atteints,
ainsi que les combinaisons d’haplotypes différefdesic a I'état hétérozygote) pour
les malades.

On peut donc exclure la liaison de la maladie awdo3p25-pter pour les familles
K.M et Kh.
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Les résultats obtenus pour le marqueur D19S558desdus de la famille Kh sont
représentés ci-dessous (figure 31).

.

2 1
11 12
\Y;
4 1 6 9 10 8
12 12 11 12 11 12
4 1 6 2 9 10 8 1
Allele 2
Alléle 1

Figure 31 :gel d’acrylamide (1%) : génotypage du marqueur D19S558
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Les homozygotes 1/1 ou 2/2 présentent une seutielbou 2.
Les hétérozygotes %2 présentent les deux typesmtedaorrespondant aux 2 alleles
let2.

Pour le locus 19p13.12-p13.2 :

Dans le cas de la famille Kh, et pour le marquei®$558, celle-ci peut étre
considérée comme informative car au moins un desnpgaest hétérozygote (mére
11-2).

Dans le cas de notre famille, on n'‘observe pas @w®type commun a tous les
malades.

Les individus malades IV1, IV4 et V8 possédentgénotype 1/2, tandis que
les individus V6 et IV10 ont un génotype homozygil.

Il 'y a donc pas de transmission préférentiellendalléle donné avec la maladie
chez les individus atteints.

De méme le pere lll est homozygote 1/1 comme leg delades 1V6 et IV10 ce qui
est en faveur d’une exclusion pour ce marqueur B38S

Il serait souhaitable de compléter avec les amsasjueurs du 19.

2.1.3.2. Génotypage au séguenceur

Le logiciel qui a permis I'analyse des génotypepptlle GeneMapper Software
version 4.0 (Applied Biosystems). Il retranscri lonnées enregistrées par le
ségquenceur automatique en calculant la taille @degrfents analysés en nombre de

paires de bases (pb).
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Figure 32 :Pics assignés a des alleles différents,de taiife&sehtes,par le logiciel

Genemapper.

2.1.3.2.1. Reconstitution des haplotypes :
La lecture des génotypages effectués par le séguenmus a permis de
construire les haplotypes de chaque individu. Rchaque allele d’un marqueur
donné, on a attribué un numeéro. Les haplotypeshabteont rapportés sur les figures

suivantes :
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Figure 33 : Haplotypes construits aprées lecture des génotypeftmstués par le
séquenceur pour les 6 familles
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2.1.3.3. Résultats des biopuces

Les résultats obtenus sont représentés sur lafidpur

Les malades et les enfants sains sont ceux de d¥VI18 5. Seul un intervalle du
chromosome 17 (en 17912 — q 21.2) est a I'état agguaie chez tous les malades.
L’analyse des autres branches de la famille devraits permettre de réduire
I'intervalle.
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Figure 34 : Intervalle d’homologie pour deux branches de haifi@ KM.
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2.2. Discussion:

« Pour le locus 3p25-pter :

* Famille K.M :
On remargue une combinaison commune aux deux tatéeiiétat hétérozygote
(haplotype vert + haplotype noir). Cette combinaistest pas présente chez les
autres individus sains, ce qui ne nous permet jeasldre la liaison a cette région.
On observe une recombinaison pour l'individu V14.
Calcul des lod scores :

» D3S3525: Z max =0.73 poar0 (Z max : valeur maximal de lod scorédet
fraction de recombinaison).

 D3S3050 : Z max =0.55 poar0.
Remarque : Etant donné que plusieurs branchesttaefamille (KM1, KM2 et
KM3) ont été geénotypées suivant la technique dwtypage a la radioactivité
précédemment, nous pouvons donc exclure la limsorhromosome 3.

» Familles Ben A-Z, Ar, Kh et Ch :
Absence d’'un haplotype homozygote commun aux ds$tewn niveau de ce locus.

* Famille Siad :
On observe une combinaison commune aux deux attirdtat hétérozygote
(haplotype vert + haplotype noir). Cette combinaiatest pas présente chez les
autres individus sains, ce qui ne nous permet jeasldre la liaison a cette région.
Calcul des lod scores :

 D3S3525 : Z max =0.73 poarO.

 D3S3050 : Z max =0.73 poarO.
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Pour le locus 40924-25

Familles KM, Ben A-Z, Ar, Kh et Ch:

Absence d’un haplotype homozygote commun aux as$tewn niveau de ce locus.
Famille Siad :

Les marqueurs du chromosome 4 ne sont pas infdsmati

Pour le locus 19p13.12-p13.2 :
Absence d’un haplotype homozygote commun aux as$tew niveau de ce locus
pour

toutes les familles étudiées.

Pour le locus 1p21.1-p13.3:

Familles KM, Ar, Kh, Ch et Siad :

Absence d’un haplotype homozygote commun aux as$tewn niveau de ce locus.
Famille Ben A-Z :

On a une combinaison commune aux deux atteinttat hétérozygote (haplotype
vert + haplotype rouge). Cette combinaison n’estgrasente chez les autres
individus sains, ce qui ne nous permet pas d’e&dhtiaison a cette région.
Calcul des lod scores :

D1S429 : Z max=0.73 por0.

D1S1166 : Z max=0.73 poarO0.

D1S2726 : Z max=0.12 po@arO0.

D1S187 : Z max=0.43 por0.

89



De maniére générale, une nette exclusion aétéudtrée avec tous les loci testés
pour les familles KM,Ar,Kh et Ch.

En ce qui concerne les autres familles, on rgo®arrespectivement une
combinaison commune aux deux atteints a I'étatrb&y§ote pour le chromosome
1 chez la famille Ben A-Z, et pour le chromosoneh8z la famille Siad.
Globalement, les valeurs des Lod Scores, calcsié@ant une étude statistique par
le programme Linkage,sont positives,sans qu’el@ens significatives, car elles
sont bien inférieures a la valeur seuil de 3.

Les génotypages du reste des membres de ces Bfanolus permettra de vérifier
ou d’exclure la liaison génétique.

Dans ce travail, nous avons réalisé le génotypagears deux techniques
différentes :

le génotypage a la radioactivité

le génotypage au séquenceur.

La premiére technique est une méthode lourdegeatause, et qui nécessite de
grandes précautions a prendre. En effet, quandampule de la radioactivité, on
ne doit pas s’exposer sans protection, donc tosijtravailler derriere un écran en
plexiglas, mettre deux paires de gants et fairmdens de déchets possibles qu’'on
doit jeter dans des poubelles spéciales en plexigdautre part, la radioactivité
ayant une demi-vie relativement courte, il est prainal de I'utiliser des son arrivée,
d’autant plus gu’elle n’est pas disponible a longu#e I'année.

Seulement deux familles ont été génotypées sunette méthode, et ce, parce que
les autres familles ont été recrutées plus tardnd le génotypage a la radioactivité
n'était plus utilisé au laboratoire.

Il est a noter également que les marqueurs situedeschromosome 4 ont été

contaminés, donc on n’a pas pu les utiliser.
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Par contre le génotypage par analyseur autou®stiiADN est une technique
simple et rapide qui permet d’identifier des aketbee marqueurs d’ADN en trois
temps : amplification du marqueur en question p@RFRen utilisant des amorces
fluorescentes , puis migration electrophorétique mleduits de PCR sur I'analyseur
automatique pour la séparation des fragments skddon taille , les différents
fragments qui sont donc fluorescents seront dé&tegice a un systeme de détection
par rayon laser, enfin, interprétation des fichiersts, donnée par un logiciel
(Genemapper) qui permet d’assigner un pic et ulie éachaque fragment.

Ainsi, pour analyser les résultats obtenus gedoedeux techniques précédentes,
Il est important de savoir que si un marqueur polghe est proche du locus
morbide, des alléles identiques de ce marqueur &watpartagés par les individus
atteints d’'une famille et non par les individusnsailL’analyse des marqueurs
polymorphes chez les individus d’'une famille perrdenc de déterminer quels
marqueurs co-ségrégent avec la maladie.

L’haplotype est la zone qui entoure la mutationdftnice : tous les porteurs de la
mutation fondatrice ont le méme haplotype.

L’analyse moléculaire des haplotypes a permisalelure a une exclusion de la
liaison pour tous les marqueurs et avec la majdetefamilles étudiees.

Par la suite on a procédé en un deuxieme temps raapping par homozygotie,
c'est-a-dire un génome scan ; dont le principéeesiivant :

Le génome scan est I'analyse du génome entigr iddividu contre un ensemble
de marqueurs dont la position sur le chromosoméiestconnue. Le génome scan
recherche les modéeles communs de la transmissite eas marqueurs et les

caractéristigues du retard mental.
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Conclusion

Dans ce travail, nous nous sommes proposé dedas études moléculaires sur
des familles algériennes dont certains membres atteints de retard mental non
spécifiqgue et qui présentent une transmission antmgie récessive. Six familles
algériennes consanguines atteintes d'un retard ahamin spécifique ont été
recenseées. L'étude mendélienne des généalogiesmimémm mode de transmission
autosomique récessif. Les cas index ont été expldidiquement. Au moins un
membre atteint de chaque famille a bénéficié daeaneer, un bilan métabolique et
un caryotype. Aucune anomalie n’a été détectée peaiexplorations.

Notre but a été, dans un premier temps, de teatdéinison entre le gene de la
maladie au sein de ces familles et les quatredoenus pour étre responsables du
retard mental non spécifique a transmission autmpmrécessive.

10 marqueurs (STR) ont été choisis pour I'étudbaikon :

- 2 sur le locus 3p25-pter.

- 2 sur le locus 4p25-g25.

- 2 sur le locus 19p13.12-p13.2

- 4 sur le locus 1p21.1-1p13

Le génotypage a été réalisé suivant deux techsidifiérentes :

génotypage a la radioactivité.

Génotypage au séquenceur.

Ces quatre régions ont été exclues pour la nmajes familles aprés génotypage
et étude des haplotypes.

Pour la plus grande famille recrutée et qui cent individus atteints (famille
composée de 3 branches), on a procédé dans uredeutemps (grace a l'aide du
Pr Jamel Chelly de I'népital Cochin a Paris) a uapping par homozygotie qui a
concerné deux branches de cette famille, et onté pgur la méthode affymetrix
(utilisant les puces a ADN) qui permet de génotyld#00 SNP répartis sur tout le

génome. Ceci nous a d’abord confirmé I'exclusionalgaison entre le phénotype
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présenté par notre famille et les loci testés pl#ament par genotypage des STR.
Nous avons aussi pu exclure une bonne partie donggnen comparant les
génotypes des sains et des atteints.

La région d’homozygotie partagée entre lesraiese résume a un intervalle bien
précis sur le chromosome 17 (en 17q12-g21.2), c@rggente en soi ; un résultat
tres satisfaisant.

Ces régions devraient étre explorées par andlysaicrosatellites. Si une liaison
était confirmée pour une région donnée, on dewraitéder a la recherche du gene
impliqué en se basant sur I'approche du géne candid
La région 17q12-g21.2 mesure approximativement éMtontient 45 genes connus
a nos jours (cf : Dataset of Genes on chromosore 17
Evidemment, I'idéal serait d’appliquer le mémetpoole aux autres familles.

En conclusion, le retard mental est un problemsat#é publique majeur qui reste
encore méconnu, sous-estime, et peu étudié.

Les situations de risque d’avoir un enfant pnémat une déficience intellectuelle
ne sont pas rares en cours de grossesse, en particufait de la systématisation de
la surveillance échographique et des progrés deadjerie foetale, il est donc a
souligner I'importance de la recherche cliniquegéhétigue dans le domaine du
Diagnostic Pré Natal afin de permettre une inforomplus précise (HERON D-
MOUTARD 2008).

La fréquence du handicap mental, la gravitéodeklemes qu’il pose, la
complexité des notions qu’il implique, font de eequestion I'une des plus
épineuses et des plus angoissantes a aborder (BBCIA®84).

L’identification de nouveaux genes de retardstianex reste un objectif primordial
pour le pronostic, le conseil génétique et la pesecharge des patients et de leur
famille. La connaissance de leurs fonctions perohetmieux comprendre les
mécanismes physiopathologiques a l'origine desdstaentaux et peut-étre a long

terme d’envisager des perspectives thérapeutiques.
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RESUME

Prérequis : Le retard mental est le handicap majeur le plus fréquent,
1 a 3% dans la population générale. Les progrés récents en
cytogénétique et en biologie moléculaire ont permis d’identifier de
nombreux génes responsables du retard mental, notamment dans les
formes autosomiques.

But : Rechercher une liaison génétique aux loci impliqués dans le
retard mental non spécifique transmis en autosomique récessif dans
des familles Algériennes avec plusieurs membres atteints de cette
pathologie.

Méthodes : L'étude a concerné 34 individus dont 15 malades,
appartenant a six familles algériennes consanguines. Les patients
sont atteints d'un retard mental non spécifique de transmission
autosomique récessive. Une étude de liaison génétique a été réalisée
pour 4 loci connus: 3p25-pter ; 4g24-g25, 19p13.12 et 1p21.1-p13.
Le génotypage a été réalisé sur un analyseur automatique a2 ADN et
I’analyse effectuée grace au programme Gene Mapper software.
Résultats : 1'étude réalisée a permis d’exclure I’ensemble de ces
locus pour 3 familles, néanmoins la liaison d’une famille au locus
1p21.1-p13.3 est possible.

Conclusion : L’étude de liaison de 4 familles Algériennes avec retard
mental autosomique récessif qui montre 1’absence de liaison pour 3
loci connus, confirme 1’hétérogénéité génétique de cette pathologie
et nous incite 2 poursuivre la recherche de génes grice a ces familles
informatives.

SUMMARY

Background: Mental retardation is one of the most frequent major
handicap, with a 1-3 % frequency in the general population. The
recent progress of molecular biology and cytogenetic allowed to
identify new genes for non syndromic autosomal recessive mental
retardation.

Aim: To seek a genetic linkage to the loci implied in the nonspecific
mental retardation transmitted into autosomal recessive (ARNSMR)
in Algerian families with several affected members and to make the
Genetic analysis of ARNSMR for 4 known loci: 3p25-pter; 4q24-
g25,19p13.12 and 1p21.1-p13.

Methods: The study concerned 34 individuals including 15 patients,
belonging to six consanguineous Algerian families. Genotyping was
made using polymorphic microsatellite markers and the analysis
carried out thanks to the program Gene Mapper software. Statistical
analyses were validated using the Fast Link programme of the Easy
linkage software (V4:00 betas).

Results: The study carried out made it possible to exclude linkage of
all loci for 3 families, nevertheless the linkage of one family to the
locus 1p21.1-p13.3 remains possible.

Conclusion: The absence of linkage of 4 Algerian families with
autosomal recessive mental retardation to 3 well known loci,
confirms the genetic heterogeneity of mental retardation. We have to
pursue research of candidate genes by whole genome scan.

Mots-clés
Retard mental ; autosomique récessif ; étude de liaison ; Algérie ;

génotypage

Key-words
Mental retardation; autosomal recessive; linkage analysis; Algeria;
genotypin
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Le retard mental est défini par I'Association Américaine de
Psychiatrie [1] comme "un fonctionnement intellectuel général
significativement inférieur a la moyenne, qui s'accompagne de
limitations significatives du fonctionnement adaptatif dans les
secteurs d'aptitude, tel que I'autonomie, I'apprentissage scolaire,
la vie sociale ; le tout doit survenir avant I'dge de 18 ans".

Le retard mental est défini par un quotient intellectuel (QI) <70,
et il affecte de 2 a 3% de la population. Il peut résulter de
multiples causes environnementales et génétiques [2].

Le retard mental peut représenter un symptome dans un
ensemble clinique complexe, il s’agit d’un retard mental
syndromique (RMS) ou constituer la pathologie, et c’est le
retard mental non syndromique ou non spécifique (RMNS).
Parmi les causes génétiques, le retard mental non syndromique
a transmission autosomique récessive (RMNS-AR) compte
approximativement 25% de tous les patients avec un RMNS
[3]. Bien que de nombreux génes liés a I'X aient été identifiés
comme étant une cause de RMNS [4, 5, 6], peu de loci
autosomiques sont impliqués dans le RMNS-AR [7] et & ce jour
6 génes ont été identifiés. Dans ce travail nous rapportons les
résultats de 1’analyse de liaison de 6 familles algériennes 2 4
locus ; le locus du géne PRSS12, en 4q25-q26 ; le locus du géne
CRBN en 3p26.2 ; le locus du géne CC2D1A en 19p13.12 et le
locus MRT4 situé sur le bras court du chromosome 1 en 1p21.1-
pl3.3.

MATERIEL ET METHODES

Nous avons recensé six familles Algériennes issues de la région
nord-est du pays regroupant plusieurs membres porteurs d’un
retard mental. Il s’agit de familles non apparentées et les
branches étudiées comportaient chacune au moins deux patients
atteints d'un retard mental non spécifique. Tous les patients sont
nés de parents normaux et une consanguinité est présente dans
cinq des six familles. Les 15 patients retenus pour I’étude ont
été examinés. Il s’agit de 8 garcons et de 7 filles. L’age des
patients au moment de I’examen était compris entre 6 et 38 ans.
Chez tous les patients nous n’avons pas noté de dysmorphie
faciale spécifique ; leurs mensurations et en particulier le
périmétre crinien étaient normaux. L’examen neurologique
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était normal et aucun patient ne présentait de troubles
psychiatriques. Les fonctions sensorielles étaient normales. Le
quotient intellectuel était de moyen a sévére.

Les investigations biologiques ont été réalisées chez tous les
patients : il s’agissait de 1’étude du caryotype en bandes R
(résolution 600 bandes) et d’un screening métabolique ; aucune
anomalie n’avait été retrouvée.

Au moins un membre atteint de chaque famille a bénéficié d'un
scanner cérébral qui n’avait pas décelé d’anomalie cérébrale
dans tous les cas.

Un total de 34 individus, regroupant 6 couples de parents, 7
germains sains et les 15 patients ont été retenus pour cette
étude. Un consentement a été obtenu auprés des germains
adultes ainsi qu’auprés des parents pour eux-mémes, les
germains mineurs et les patients.

Etude des marqueurs polymorphes:

Un prélévement de sang périphérique a été effectué pour toutes
les personnes retenues dans 1’étude et 'ADN a été extrait
suivant le procédé de I'extraction a la protéinase K. Le contrdle
de la qualité et de la quantité d'ADN a été réalisé grice a un
spectrophotométre de nouvelle génération: Nano Drop
ND_1000 (Nano Drop Technologies, Wilmington, DE, USA).
Les marqueurs utilisés sont des microsatellites sélectionnés a
partir de la base de données du génome humain ENSEMBL
(http://www.ensembl.org). Le choix des 10 marqueurs
fluorescents utilisés s’est basé sur la connaissance des loci
impliqués. Nous avons choisi deux marqueurs par locus pour
les génes identifiés : CRBN en 3p25-pter ; PRSS12 en 4q24-
q25 et CC2D1A en 19p13.12 ; alors que pour le locus MRT4
enlp21.1-p13.3, nous avons choisi quatre marqueurs.

La séquence des oligonucléotides correspondant a ces
marqueurs ainsi que leurs tailles et le Tm sont résumés dans le
tableau 1.

L'amplification des marqueurs est réalisée par PCR (Réaction
de Polymérisation en Chaine). Toutes les réactions PCR ont été
effectuées dans un aliquot de 50u1 contenant 100 ng d’ADN
génomique, 5 pl de tampon 10X, un mix dNTPs (0.2mM
chacun), 2.5 mM MgCl2, 1 uM de chaque primer, Forward et
Reverse, 0.5 Ul de Taq polymérase (In vitrogen, Foster City,

Tableau 1 : Schéma des primers utilisés pour 1’amplification des régions du génome étudiées par PCR

Locus Taille Amorce sens Amorce anti-sens Tm°C
D383525 119 GATTTGGGACTTGTCAGC GTGTAATCTCCTGTAGCAGAGTTC 55
D383050 227 TGGTGGTATGCATTTGTCAG ATTCCCTGACTTCAAGTGCA 53
D4S§597 222 CGGCACTAGTCACATACCTGTTTA TGGATAACATAATCTGCAATTTGCCA 55
DA4S52788 179 GCAATTGGGAGAGGAACTGA ACAATCTGTTTCTGATTGCACA 53
D195840 184 ATAGGCCAAGACTGTCTAAAACAA GCCCTAACTGCTGTAAGAGAACT 55
D195994 276 CGTACACACACTCAGGCTTCA CCCATCCTGCTGGATGTC 58
D15429 213 GGTCAAACAGAGAGCAATTG CAAACCTGCAGTATCTCTAAGG 55
D1S1166 205 CTTGGCCTACATTTATACTCT AAGGTCAAATCCCTGTAACAA 53
D182726 276 CCACAAGTTGCAGGGTT CTGGATGGATGCTCAAATAC 53
D1§187 83 AGGTGTGAGCTGTTCCCATA GCAAGACAGCTGCCTCATA 51
467
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CA, USA). Les conditions de PCR étaient: 1 cycle a 95°C
pendant 5 min, 30 cycles a 94°C pendant 30s, température de
fusion spécifique pendant 30s, et 72°C pendant 30s, et un cycle
final d’extension a 72°C pendant 7 min. Les réactions PCR ont
été faites dans un thermocycleur Perkin Elmer System 9700
(Applied Biosystems, Foster City, CA.2400). Une
électrophorése des produits d’amplification est effectuée dans
un séquenceur capillaire ABI Prism 3130 (Applied Biosystems,
Foster City, USA) et analysés avec le programme Gene Mapper
software (Applied Biosystems, Foster City, USA).

Analyse statistique et étude de liaison

Informativité des marqueurs : Un marqueur est considéré
informatif lorsque 1’un au moins des deux parents a un génotype
hétérozygote pour ce marqueur.

Analyse de liaison : L'analyse lod score est une méthode
paramétrique basée sur le principe de vraisemblance pour
estimer le taux de recombinaison et tester la liaison génétique
entre deux loci en ’occurrence un locus marqueur et un locus
de maladie (analyse deux points).

La vraisemblance (L) du pedigree est calculée entre le locus de
la maladie et le locus marqueur pour une valeur X du taux de
recombinaison et pour =0.5, en se basant sur le nombre
d’individus recombinants et non recombinants. Dans ce travail,
nous avons utilisé le programme Fast Link du Linkage Plus
software package (v4.00 beta).

RESULTATS

L'étude de la ségrégation du phénotype retard mental dans ces
familles nous a permis de retenir le mode de transmission
autosomique récessif dans les six familles. Les patients nés de
parents normaux et apparentés sont également répartis entre les
deux sexes. La lecture des génotypages effectués par le
séquenceur nous a permis de déterminer pour chaque locus les
haplotypes de chaque individu étudié¢ dans chacune des six
familles. Les résultats des haplotypes obtenus sont rapportés sur
la figure 1.

Figure 1 : . Répartition des haplotypes des 10 marqueurs chez les individus étudiés portés sur les
généalogies des 6 familles. Fam 1 :M-K ; Fam2 :Ben A-Z ; Fam3 :Ar ; Fam4 :KH; Fam5:Ch; Fam6: Sad.
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L’analyse des résultats a montré que tous les marqueurs étaient
informatifs pour toutes les familles a I’exception des marqueurs
du locus 4q25-q26 pour la famille 6.

L’analyse de la ségrégation des haplotypes a montré une
exclusion de tous les locus pour les familles 3,4 et 5.

Pour les familles 1 et 6 une exclusion ne peut étre retenue pour
le locus 3p26.2 et le calcul du lod score donne un Zmax= 146
pour une valeur 1=0.

Pour la famille 2, une liaison au locus 1p21.1-p13.3 ne peut étre
exclue étant donné la présence d’un haplotype commun chez les
2 patients et qui est différent de celui de leur germain sain. Le
calcul du lod score donne un Zmax= 2.01 pour une valeur 1=0.

DISCUSSION

Le retard mental est une pathologie hétérogéne tant sur le plan
clinique que sur le plan génétique. Notre intérét porte
essentiellement sur le retard mental autosomique récessif non
syndromique. L’évolution dans la connaissance des génes
responsables de cette forme héréditaire reste encore lente
malgré les études réalisées a partir de familles consanguines. A
ce jour 16 loci sont cernés dont 6 génes identifiés (CRBN,
CC2D1A, PRSS12, GRIK2, TuSC3 et TRAPPCY) [7-9]. Dans
ce travail nous présentons les résultats de 1’analyse de liaison a
4 locus de 6 familles Algériennes. Le locus du géne PRSS12,en
44q25-q26, décrit initialement dans une famille Algérienne [10]
est exclu dans toutes nos familles étudiées ; ce géne code pour
une protéine, la neurotrypsine fortement exprimée dans le
cerveau ; elle joue un réle principal dans le maintien de
I’équilibre de certaines fonctions cognitives [11, 12]. Le second
locus en 3p26.2 est décrit par Higgins dans une famille
Américaine qui a permis également I’identification du géne
CRBN et son implication dans le RMNS-AR [13, 14]. Ce géne
code pour une protéine Cereblon qui intervient dans le contrdle
du transport membranaire des ions Ca2+ et K+, elle est
fortement exprimée dans les divers tissus, cerveau en particulier
[15]. Le géne CC2DI1A est localisé sur le chromosome 19 en
19p13.12 chez une grande famille Arabo-israélienne [16,17].
Aucune liaison n’est retenue pour nos familles étudiées. Le
geéne CC2DI1A code pour une protéine de 950 aa qui intervient
dans la régulation négative du récepteur 5-HT1A de la basale
des neurones [18], ce dernier contrdle la maturation dendritique
dans I’hippocampe et la neurogenése adulte [19].

Enfin, le quatrieme locus est situé sur le bras court du
chromosome 1, en 1p21.1-p13.3 décrit dans une grande famille
consanguine Turque [20], malgré un faible lod score, une
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liaison de la famille 2 a ce locus ne peut étre complétement
exclue. Trois autres génes impliqués dans le RMNS-AR ont été
récemment décrits. Il s’agit des génes GRIK2, TUSC3 et
TRAPPC9. Le géne GRIK?2, localisé 6q16.1-q21 est identifié en
2007 chez une famille Iranienne [21]. Ce géne code pour une
protéine GLUKk 16, une sous-unité de récepteurs kainate (KARs)
hautement exprimés dans le cerveau ; elle jouerait le rdle d'un
récepteur pour la glutamate, potentiel neurotransmetteur
excitateur dans le systtme nerveux central située
essentiellement au niveau de la membrane synaptique [22]. Le
géne TUSC3 localisé en 8p22 est identifié¢ en 2008 dans une
famille Iranienne de RMNS-AR [8] et dans une famille
frangaise [23]. Ce géne code pour une protéine, la N33 qui
constitue une unité du complexe enzymatique
l'oligosaccharyltransférase, enzyme exprimée essentiellement
au niveau du cerveau, le ceeur, le pancréas, les testicules et la
rate et qui contrdle certaines modifications post-
traductionnelles comme la glycosylation, ultime étape qui
confere & la protéine néo synthétisée une structure
fonctionnelle. Le géne TRAPPCY (trafficking protein particle
complex 9), localisé en 8q24.3 est identifié dans quatre familles
une Israélienne Arabe, une Tunisienne, une Pakistanaise et une
Iranienne [24-26]. Ce géne exprimé dans les cellules du cortex
cérébral, code pour une protéine NIKK and IKK-Beta-binding
protein qui joue un réle fondamental dans la bonne signalisation
du NF-kappaB. Les familles étudiées proviennent d’une méme
région de I’ Algérie sur un rayon de 100 Km environ, il s’agit de
familles multiplex. La recherche d’une liaison a ces 4 locus
décrits dans le RMNS-AR a permis d’exclure I’ensemble de ces
locus pour 3 familles. Les marqueurs utilisés, pour la plupart
intragéniques étaient informatifs.

Néanmoins la liaison d’une famille (famille2) au locus 1p21.1-
p13.3 est possible malgré un lod score inférieur a 3; toutefois le
séquencage du géne s’imposera dés son identification. Alors
que pour les familles 1 et 6, la liaison au locus 3 reste peu
probable étant donné le faible lod score et 1’absence
d’homozygotie au niveau de I’haplotype partagé par les patients
malgré la présence d’une consanguinité dans ces deux branches.
Pour les familles non liées, une étude par genome scan demeure
le meilleur moyen qui nous aidera & définir la ou les régions
candidates au niveau du génome impliquées dans la pathologie
du RMNS-AR.
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ETUDE GENETIQUE DES RETARDS MENTAUX

(seuls les items soulignés et suivis de ** sonessaires au protocole d’inclusion)

NN 1 PP o] 1= [0 ] o E P Né)
e o
MeédecCin responsable :© ........ooiii it N° dessier :

1) ACTE FAMILIAUX :
1- Arbre généalogique** (page 2)
2- Environnement familial :

- Lieu de vie de I'enfant (AOMICIIE) & ..eoveceeie ettt et e ereer e nes
= Origine GEOZGIAPNIGUE : ..ocueieeeeieie ettt sttt sre e e aes e e saestesbesasaes et saesnnennans
= Profession d@S PArENTS & ..uiiiieiiieieieee et et e e s e e e s st s st b st e s
- Maere : ATCD obstétricaux, dont fausses COUCHES : .......ccocveeveiieiieiiiieccee et

2) ATCD PERSONNELS :
1- Grossesse **:

- Fécondation (+/-FIV homo ou hEtErologuUE) : .......ccceveeierireeie ettt s v

- Sérologies maternelles (toxoplasmose, rub@ole) : ... ceeieeeie e

- Toxiques (toxicomanie, alcool, MEdiCameNnts) @ .....ccooeveeeeeeieice e e

- Pathologie maternelle (diabéte, HTA, épilepsie...) i v,

- MAP (menace d’accouchement prématuré) @ ... ce e e

- SFC (souffrance foetale chronique), croissance foetale @ .....coceveeceieicccce e,

2- Accouchement** : (lieu)

- Terme e PNt TN PCN oo,
- Voie basse : ....cveieieiiieiinnes FOrceps ivovvvvvevieiieicecceceeeene.. présentation :ooeeveveennne.
- Césarienne (iNdication) © ..o ieieeece e e e

- SFA (souffrance foetale QigUE) : ..ccovvveveve v

- IMF (infection maternofoetale) : ..o,

- lctéere prolongé (traitement) : ...cooceeeieeieeee e

- Détresse néonatale (réanimation) : ......cccceeveieeveneceeeeveeeee e

3- Courbes de croissance : joindre une courbe de croissance de poids, tailles, PC.

4- Maladies générales séveres ** aigués ou chroniques (neuro ou extra neurologiques).
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ARBRE GENEALOGIQUE

Eléments a préciser sur I'arbre : .
-nom, prénom, sexe, date de naissance +/ déeetsus mes membres y comprls des

freres et sceurs des parents et leurs enfants.
-pour chaque sujet, préciser particulierementvean scolair@ctuel ou maximum atteint.

-noter les maladies affectants les parents oiwatadr(retard mental, autres pathologies)
-rechercher une consanguinité éventuelle.
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DEVELOPPEMNT PSYCHOMOTEUR :
1- Age d’acquisition ** (puis +/- age de perte de I'acquisition) :

- Posture: —tenUE de tBLE @ oo e
-tenu assise SANS APPUI I cveveeeeveeereieer e e
S MNAICHE & e et s
- Eveil : -POUrsUite OCUIQINE f.cciieiiieiecece e
~SOUNITE FEPONSE : coovceeerreeriecee et eeeerrerteeneesbe e eer e aeneeere e
-préhension volontaire : .......cccceceveceeceeeieccee e
- Langage: -1°" mots signifiants ....... association de deux mots.......
-Phrases SIMPIES ... e e
- Autonomie: -propreté ............. -repas i.....co..... -habillage :..............
2- Mode évolutif probable du retard psychomoteur** : A ou B

A- Retard psychomoteur non progressif : maladie fixée, sans aggravation
B- Régression psychomotrice : maladie progressive (date de début).

IV/ EVALUATION DY RETARD MENTAL.:

Mesure du Quotient Intellectuel.

-seveérité du retard (classification OMS).
= Retard MeNntal € IEGEE » 1 .ottt et et b sar e eraen s
- Retard mental € MOYEN » & .ot ettt e ae e sanaenan
- Retard mental € SEVEIE » ..t e e e e
= INCASSADIE & e e e st a e et er s e e saeanes
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V/ EXAMEN CLINIQUE :

Signes neurologiques :

Déficit moteur général (hémiplégie, dipl€GIe) : .cocvvvriii e,
Signe extrapyramidal (dystonie, dyskinésie, rigidité, choréathétose) :......ccooervvrrevvrrnnnnnen.
Ataxie syndrome CErEDEIIEUX & ......ociiiiriiriiriirtirirt ettt ns
Atteinte NEUIOMUSCUIGINE & oottt et et s er e e st stesn e s e e e seeenis
Tronc cérébral et Paires CraNiENNES : .....ccvcivriire ettt st e st st e st st e s
Epilepsie :

Convulsion occasionnelles :..........cccveeveevenne.ne. -Syndrome épileptique i.....ooveeeeerveceeeennen.
TYPE € CriSES : weovevveeteeereere ettt e —traitement i,
Troubles psychiatriques et du comportement :

HYPerkinésie .....ccoveveverveeieenre e, —agressivité @ ....ovveeeeeee e

AULIE & et e —autisme @i,

Fonctions sensorielles** :
CEil : -troubles de réfraction, cristallin i .....ooeviveeeiiieeceee e e

Oreille : - type de surdité (uni ou bilatérale, transmission ou perception) ............
-seuil audiomeétrique +/-PEA-TC : ...ttt et

5- Signes physiques joindre degphotographiesdu visage F+P, mains, pieds, et
corps entier F+P

Age i (o1 ] o [N taille : vocvveevvvvveeeee. PC(avec DS) & v
FOrme dU Crane & ..ottt et e e

VIS & et ettt e e e e e e e ee s

RACKIS 2ttt st st st e

B 1] - D SRR TSRS

IVT@INS 1 ottt ettt sttt st a e e e e e e ae e sre e et e eaeens

PIEAS & ettt e e et e et n s

Organes génitaux : (taille des testiCules).....oucveveeeieeiene e

Hépato et/ ou SPIENOMEZANIE : .cc.covecvecee ettt er v eraes

Peau : troubles de pigmentation, élastiCité : .......ccveve e
Malformations VISCEIAlES : ......cooeoe ettt et sr s et a s e r s aes s
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1-

Bilan sanguin usuel :

NFS

ure2

glycémie

bilan thyroidien

caryotype

recherche xfragile :

screening urinaire

Vil/ Imagerie :

IRM cérébrale

scanner

BIOLOGIE

cytogénétique et/ou moléculaire
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Caryotype masculin standard en bandes R
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