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Les ataxies représentent un groupe hétérogene de maladies neurodégénératives dues le
plus souvent & une dégénérescence du cervelet et/ou de la meelle épiniére associée a une
combinaison variable de signes neurologiques (neuropathie, épilepsie...) et extra-
neurologiques (cardiomyopathie, diabéte, surdité, rétinite pigmentaire...). Les ataxies
représentent géneralement 10% des maladies touchant le systeme nerveux. A ce jour 14 genes
responsables d’ataxies récessives progressives non metaboliques ainsi que plusieurs loci ont
¢t¢ identifiés, mais environ 50% des patients sont sans diagnostic, indiquant que d’autres

genes responsables d’ataxies restent a identifier.

Dans I’introduction, je présenterai les différentes formes d’ataxies héréditaires en
détaillant plus particulierement les ataxies de transmission récessive. Les caractéristiques
cliniques de ces ataxies seront décrites ainsi que les mécanismes moléculaires dérégulés dans
ces ataxies. Je décrirai les différentes classifications proposées pour les ataxies, en insistant
sur la classification des ataxies récessives dégénératives en fonction des mécanismes
moléculaires impliqués.

Au cours de ce travail de thése, j’ai identifié et contribué a 1’identification de 4 genes
responsables d’ataxies autosomiques récessives. Ce travail permet de montrer la grande
diversité et la complexité des ataxies. L’identification de ces geénes d’ataxie récéssive a été
réalisée par une approche de clonage positionnel, et plus précisément de cartographie par
homozygotie. Le principe de cette approche ainsi que les techniques utilisées seront présentés.
J’ai identifié une protéine, que j’ai nommée rundataxine, mutée dans une nouvelle forme
d’ataxie. Cette protéine semble étre impliquée dans le trafic vésiculaire, une fonction qui se
rapproche plus de celle des protéines responsables des paraplégies spastiques dont les.
différentes formes seront décrites dans 1’introduction. La rundataxine posseéde 2 domaines
conservés: un domaine RUN et un domaine similaire au domaine de liaison au diacylglycérol
des protéines kinases C. Je détaillerai les fonctions générales de ces deux types de domaines
souvent associés aux petites GTPases de la sous-famille des Rab et au transport vésiculaire.
Dans la derniere partie de ma thése, j’ai identifi¢ que la rundataxine colocalise avec Rab7, une
GTPase des endosomes tardifs. Je parlerai donc dans I’introduction du transport vésiculaire et
des différentes Rab GTPases et en particulier de leur localisation, de leur fonction au niveau
du systéme nerveux et de I’implication de certaines d’entre elles dans les maladies

héréditaires.
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I. Les ataxies

A. Apercu général

Les ataxies représentent un groupe hétérogene de maladies neurodégénératives dues le
plus souvent a une dégénerescence du cervelet et/ ou de la meelle épiniére associée a une
combinaison variable de signes neurologiques (neuropathie, épilepsie...) et extra-
neurologiques (cardiomyopathie, diabéte, surdité, rétinite pigmentaire...). Les ataxies
représentent genéralement 10% des maladies touchant le systeme nerveux. Le terme ataxie
(du grec.a, sans; taxis,ordre) signifie une incoordination des mouvements volontaires sans
altération de la force musculaire (Barboi, 2000). Le terme "ataxie" peut désigner un trouble de
la coordination des mouvements di a un déficit de la sensibilité "profonde" et une atteinte des
voies proprioceptives (fibres myélinisées de gros calibres du systeme nerveux périphérique,
ganglions rachidiens postérieurs, colonnes postérieures de la moelle épiniére, thalamus, cortex
pariétal). Le terme «ataxie» peut désigner aussi la conséquence des Iésions du cervelet et de
ses connections afférentes et efférentes, qui se traduisent par une incoordination des
mouvements, un tremblement et des troubles de I'équilibre (ataxie cérébelleuse). Comme
toutes les maladies du mouvement, les ataxies peuvent étre décrites en terme de leur
localisation, amplitude, fréquence (sévérité), modulation au cours du temps et les symptémes

neurologiques ou extra-neurologiques associés.
Le syndrome cérébelleux est caractérisé par:

- des troubles de I’équilibre et de la marche: la démarche est titubante avec des chutes
fréquentes, un élargissement du polygone de sustentation ainsi qu’un écartement des

bras pour obtenir 1’équilibre. La mise en route est retardée et I’arrét est incertain.

- un tremblement d’intention: troubles statiques (manque de maintien de la posture) et
troubles cinétiques lors de 1’exécution des mouvements volontaires en plus d’un

tremblement de la téte.

- un retard dans I’initiation du mouvement en plus d’une exagération de son amplitude
(hypermétrie). Les mouvements sont difficilement contrélés: le mouvement est plus
lent, son amplitude est exagérée mais garde sa direction. Le geste rate son but ou le

dépasse. L hypermétrie peut étre mise en évidence par le test du doigt au nez pour les
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membres supérieurs et test du talon au genou pour les membres inférieurs en plus de
I’exageration de la flexion de la hanche durant la marche.

- une adiadococinésie: le patient a des difficultés a enchainer rapidement des
mouvements volontaires, successifs et alternatifs (test des marionnettes). Les gestes

fins et précis sont maladroits. La coordination motrice est déficiente.

- une asynergie ou perturbation de 1’association des mouvements ¢lémentaires lors de
I’exécution d’actes complexes. Un patient couché est incapable de s’asseoir sans un
soulévement exageéré des membres inférieurs au-dessus du plan du lit et il ne peut pas
se pencher en arriére ou perd I’équilibre par suite du manque de flexion compensatrice

des genoux (Barboi, 2000).

Il existe également d’autres symptomes notamment des troubles de la parole (dysarthrie;
I’élocution est ralentie et retardée dans son initiation), de la déglutition, de 1’oculomotricité et

sur le plan orthopédique une scoliose et des pieds creux.

Les ataxies peuvent étre héréditaires ou non. Les ataxies non héréditaires peuvent étre
dégénératives (atrophie multiple du systeme MSA et ataxie idiopathique avec un début tardif
ILOCA) ou acquises (traumatisme, toxicité, infection, immunitaire...). Les ataxies
héréditaires peuvent étre transmises selon le mode autosomique dominant, autosomique
récessif ou récessif li¢é a I’X. Les ataxies récessives sont dues & des mutations perte de
fonction de protéines impliquées dans la survie et le fonctionnement de populations
spécifiques de neurones alors que les ataxies spinocérébelleuses dominantes sont dues pour
partie a des expansions de triplets CAG codants résultant en une expansion polyglutamine
ayant pour effet un gain de fonction toxique. Dans ces dernieres, la mort cellulaire est
restreinte au systéme nerveux central, les modifications post-traductionnelles et le repliement
des protéines a polyglutamine sont affectés.

Plusieurs classifications ont été proposées pour les ataxies héréditaires. Harding
(Harding, 1983; Harding, 1993a) les a classées en fonction des signes cliniques observés et de
leur transmission genétique: la plupart des ataxies progressives a transmission récessive se
traduisent par un age de début précoce avant 30 ans, contrairement aux ataxies progressives
dominantes. Les ataxies épisodiques, causées par des channelopathies, sont caractérisées par
une transmission autosomique dominante et un début précoce durant I’enfance ou au début de

I’adolescence. Les ataxies récessives progressives peuvent étre classées en trois groupes selon

13



Cortex

Thalamus

Cervelet

Cordon postérieur

Colonne de Clarke
Ganglion rachidien

postérieur

Neurones sensitifs

Faisceaux
cortico-spinaux

Motoneurone

WMosile Substance grise

épiniere
Substance blanche

Figure 1: Les différents sites de dégénérescence dans les ataxies progressives

Une atteinte du cervelet est responsable d’une ataxie cérébelleuse pure. Lorsque les faisceaux spino-cérébelleux sont touchés,
’ataxie est une ataxie spino-cérébelleuse. L’ataxie est sensitive en cas de dégénérescence des cordons postérieurs de la meelle
épiniere. La plupart des ataxies sont mixtes; certaines sont spinocérébelleuses et sensitives d’autres cérébelleuses avec
polyneuropathie sensitivo-motrice.



le site majeur de la dégénerescence (Figure 1) qui peut étre le cervelet et/ou la moelle
épiniére: les ataxies cérébelleuses pures dues a une atrophie du cervelet, les ataxies
spinocérébelleuses liées a la dégénérescence des faisceaux spino-cerébelleux et les ataxies
sensitives dues a la dégénérescence des colonnes postérieures de la moelle épiniére (Koenig,
2003). Souvent plusieurs sites sont touchés, comme dans 1’ataxiec de Friedreich avec une
atteinte spinocérébelleuse et sensitive (Tableau 1).

Ces classifications sont controversées surtout sur le plan clinique en raison de la
complexite, 1’hétérogéneité phénotypique et génotypique des ataxies. Cependant, les ataxies
progressives d’origine métabolique font en général partie du groupe des ataxies progressives
récessives. Les ataxies congénitales sont également récessives mais ne sont pas ou peu
progressives et sont associées a des manifestations phénotypiques deés la naissance et a des

anomalies de développement du cervelet et de ses connections.

B. Les caractéristiques cliniques et génétiques des ataxies

1. Les ataxies dominantes

Les ataxies autosomiques dominantes SCAs sont caractérisées par une ataxie
progressive due une atteinte du cervelet et de ses connections afférentes et efférentes. Elles
sont caractérisées par une perte des cellules de Purkinje et les Iésions pathologiques peuvent
concerner en plus du cervelet, la mcelle épiniere, le tronc cérébral, le systéme nerveux
périphérique et la rétine. Les SCAs ont en commun un début qui intervient généralement a
I’age adulte, et une évolution progressive vers un déces prématuré¢ apres 10 a 20 ans
d’évolution. Plus de 30 loci différents et 18 génes impliqués ont été identifiés. Les genes
responsables des formes SCA 1,2,3,6,7 et 17 possédent des expansions CAG traduites en une
longue chaine polyglutamine au niveau de la protéine correspondante. Les SCA 1,2,3,6,7 et
17 appartiennent & un large groupe de maladies a expansions polyglutamine incluant
également la maladie de Huntington, 1’atrophie dentatorubro-pallido-luysiane et 1’atrophie
musculaire spino-bulbaire (Schols et al., 2004). En effet, la chaine polyglutaminique est
responsable d’une modification de conformation de la protéine, qui entraine des altérations
des interactions normales de cette protéine, a leur tour responsables d’une dysfonction et
d’une mort neuronale. D’autres SCAs possedent des expansions non codantes comme c’est le

cas pour SCA8 (Koob et al., 1999), SCA10 (Wakamiya et al., 2006), SCA12 (Holmes et al.,
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Tableau 1: Classification des ataxies récessives dégénératives proposée par Michel Koenig 2003

Ataxies cérébelleuses pures

Ataxie cérébelleuse autosomique récessive de type 1 6025
(ARCA1) q SYNE1
Syndrome de Marinesco-Sjogren (MSS) 5931 SIL-1

Ataxies cérébelleuses avec polyneuropathie sensitivo-motrice

Ataxie télangiectasie (AT) 11922 ATM
Ataxie télangiectasie-like (ATLD) 11921 MRE11

Ataxie spastique autosomique récessive de Charlevoix- 13q12 SACS

Saguenay (ARSACYS)

Ataxie avec apraxie oculomotrice de type 1 (AOA1) 9p13 APTX
Ataxie avec apraxie oculomotrice de type 2 (AOA2) 9934 SETX
Ataxie spino-cérébelleuse plus neuropathie (SCAN1) 14931 TDP1
Maladie de Refsum (RD) 10p13 PHYH

Ataxies spinocérébelleuses, cordonales postérieures et neuropathiques sensitives

Ataxie de Friedreich (FRDA) 9913 FXN
Ataxie avec déficit en vitamine E (AVED) 8913 TTPA
Abetalipoprotéinémie (ABL) 4923 MTTP

Ataxie spino-cérébelleuse

de début infantile (IOSCA) 10g24 Twinkle

Neuropathie sensitive ataxiante avec dysarthrie et
ophtalmoparésie (SANDO) ou Syndrome avec 15026 POLG
ataxie mitochondriale récessive (MIRAS)



1999) et SCA31 (Sato et al., 2009). SCA12 est une ataxie avec expansion de CAG dans la
région non codante du géne PPP2R2B codant la sous-unité régulatrice de la phosphatase 2A
specifique des neurones. L’expansion CAG de SCA12 ne code donc pas pour une

polyglutamine (Holmes et al., 1999).

Cependant, le nombre de génes d’ataxies dominantes avec des mutations non
expansions croit. C’est le cas de SCAS due a des mutations dans le géne SPTBN2 codant la
spectrine B-111 (Ikeda et al., 2006). SCA11 est due a des mutations dans le géne TTBK2 codant
pour une kinase impliquée dans la phosphorylation de tau (Houlden et al., 2007). Les
mutations de la protéine kinase C y sont responsables de ’ataxie spinocérébelleuse SCA14.
PKCy est exprimée au niveau de différents neurones et en particulier au niveau des cellules de
Purkinje du cervelet qui dégénerent dans SCA14. Les mutations de PKC y perturbent sa
translocation & la membrane et 1’activation de sa fonction kinase. Ceci résulte en une
diminution de la phosphorylation des canaux calciques TRPC3 (canonical transient receptor
potential) et une altération du flux calcique. Un taux intracellulaire élevé de calcium est
probablement responsable de la neurodégénerescence observée dans SCA14 (Adachi et al.,
2008). SCA15 et SCA16 sont causées par des mutations dans le gene ITPR1 codant pour le
récepteur a 1’inositol triphosphate de type 1 (Hara et al., 2008; Iwaki et al., 2008). Une
mutation dans le géne FGF14 est responsable de SCA27 (van Swieten et al., 2003). La
métalloprotéase mitochondriale AFG3L2 est mutée dans SCA28 (Di Bella et al.)). AFG3L2
est une AAA-ATPase homologue et s’hétérodimérisant avec la paraplégine 7, mutée dans
SPG7. De plus, des mutations dans le géne KCNC3 codant pour un canal potassium voltage-
dépendant sont responsables de SCA13 (Waters et al., 2006).

Les channelopathies peuvent causer des ataxies épisodiques caractérisées par une
transmission autosomique dominante et un début précoce. On peut distinguer les ataxies
épisodiques de type 1 et 2 (EAL et 2) dues a des mutations dans le géne canal potassium
voltage-dépendant (KCNAL) pour EAL (Browne et al., 1994) et dans le gene codant pour la
sous-unité al du canal calcium de type P/Q cérébral (CACNAL) pour EA2 (Ophoff et al.,
1996). Des mutations dans le géne CACNAL sont aussi associées a une forme familiale de
migraine hémiplégique et a I’ataxie spinocérébelleuse de type 6 (SCAB). Les patients avec EA
développent des épilepsies. EAL est caractérisee par des épisodes courts de crises ataxiques
avec myokimies et par un age de début précoce. Les mutations décrites dans le géne KCNA1
sont distribuées sur tout le géne et altérent la fonction de kvl.1 en augmentant 1’excitabilité

neuronale. EA2 est caractérisée par des épisodes plus longs de crises ataxiques et aussi par un
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Tableau 2: Classification des ataxies dominantes

SCAs a expansions Polyglutamine

SCA1l ATXN1 Répétition CAG
SCA2 ATXN2 Répétition CAG
SCA3 ATXN3 Répétition CAG
SCAG6 CACNA1A Répétition CAG
SCA7 ATXN7 Répétition CAG
SCA17 TBP Répétition CAG
DRPLA ATN1 Répétition CAG

SCAs a expansions non codantes

SCA8 ATXNS8 et ATXN8OS Répétition CTG
SCA10 ATXN10 Répétition ATTCT
SCA12 PPP2R2B Répétition CAG
SCA31 BEAN-TK2 Répétition TGGAA
SCAs sans expansions
SCA5 SPTBN2 Mutations faux-sens, délétions
SCAl11 TTBK2 Mutations frameshift
SCA13 KCNC3 M utations faux-sens
SCA14 PRKCG Mutations faux-sens
SCA15/16 ITPR1 Mutations faux-sens, délétions
SCA27 FGF14 Mutations faux-sens, délétions
SCA28 AFG3L2 Mutations faux-sens
Loci de SCAs

SCA4 , SCA18, SCA19, SCA20, SCA21,
SCA22, SCA23, SCA25, SCA26, SCA30



age de début précoce. Les épisodes d’ataxie peuvent étre déclenchés dans les 2 formes par un
stress physique et émotionnel.
Les différentes ataxies spinocérébelleuses sont résumées dans le tableau 2.

2. Ataxies récessives dégenératives

Notre laboratoire s’est concentré sur les ataxies progressives récessives non
métaboliques, indépendamment du site de la pathologie. Dans cette partie je décrirai les
caractéristiques cliniques et moléculaires des ataxies récessives dont les génes ont été
identifiés. Les ataxies cérébelleuses récessives recouvrent un grand nombre de maladies rares,
les plus fréquentes au sein de la population d'origine européenne étant l'ataxie de Friedreich

(prévalence estimée entre 2 et 4 sur 100 000) suivie par l'ataxie télangectasie (1 sur 100 000).

A ce jour 14 génes responsables d’ataxies récessives progressives non métaboliques
ainsi que plusieurs loci ont été identifies, mais environ 50% des patients sont sans diagnostic,
indiquant que d’autres génes responsables d’ataxies restent a identifier. Les différentes ataxies
récessives  dégénératives seront présentées en fonction de leur ~mécanisme
physiopathologique. En effet, deux grands mécanismes semblent étre communs a plusieurs
ataxies récessives: une dysfonction mitochondriale et/ou un stress oxydant et une dysfonction
des processus de réparation de I’ADN. Cependant d’autres voies moléculaires, impliquant des
protéines liées au cytosquelette ou au contrdle du repliement protéique, sont également

dérégulées dans les ataxies dégénératives (Tableau 3).

a. Protéines mitochondriales et stress oxydant

L’ataxie de Friedreich et I’ataxie avec anémie sidéroblastique sont liées a des anomalies
du métabolisme des protéines a centre fer-soufre (Fe-S) qui ménent a une production accrue
de radicaux libres, alors que [I’ataxie avec déficit en vitamine E (AVED) et
I’abétalipoprotéinémie (ABL) partagent le méme mécanisme physiopathologique résultant
d’une augmentation de la peroxydation des lipides liée & un deficit sévere en vitamine E qui
est I’anti-oxydant majeur des membranes a la fois dans les systémes nerveux central et
périphérique. Les différents signes neuropathologiques dus au déficit en vitamine E

supportent I’hypothése qu’elle joue un réle important dans le maintien de la stabilité et de
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Tableau 3: Classification des ataxies autosomiques r écessives dégénératives en fonction du
mécanisme physiopathologiqueimpliqué

Mitochondrieet stress Réparation del’ADN .
oxydatif et métabolisme des Autres mécanismes

polynucléotides




I’intégrité des membranes biologiques en particulier la membrane axonale qui peut étre plus
vulnérable a un déficit en vitamine E. Enfin, 1’ataxie avec début infantile et les syndromes
SANDO et MIRAS sont dus respectivement a des mutations dans des genes nucléaires codant
pour des protéines mitochondriales Twinkle et POLG nécessaires au maintien de I’intégrité du

génome mitochondrial.

a.l. Ataxie de Friedreich

En 1863, Nicholaus Friedreich a décrit une atrophie dégénérative des colonnes
postérieures de la moelle épiniére survenant chez plusieurs membres de la méme fraterie et
conduisant a une ataxie progressive, une perte sensitive profonde et une faiblesse musculaire
souvent associée a une scoliose, une déformité des pieds et une atteinte cardiaque. L’ataxie de
friedreich (FRDA; MIM 229300) est la forme la plus commune d’ataxie héréditaire avec une
prévalence de 1/30000 dans la population caucasienne et une fréquence de porteur évaluée a
1/90 dans la population européenne (Cossee et al., 1997). Les premiers symptdmes
apparaissent en général avant I’age de 25 ans et plus souvent vers la période de la puberté.
Elle est caractérisée par une ataxie progressive de la marche et des membres, une absence des
réflexes tendineux au niveau des membres inférieurs, une neuropathie axonale sensitive
suivies apres 5 ans d’évolution de la maladie d’une dysarthrie, une aréflexie de tous les
membres, une altération de la sensibilité proprioceptive de la vibration, une atteinte
pyramidale et des réflexes cutanés plantaires en extension (Harding, 1981; Pandolfo, 2009).
L’anomalie la plus précoce de ’ataxie de Friedreich est la perte des corps cellulaires des
larges neurones sensitifs situés au niveau des ganglions spinaux (Lamarche et al., 1984) suivie
d’une dégénérescence des neurones de la colonne de Clarke et des colonnes postérieures et
des faisceaux pyramidaux et spinocérébelleux de la moelle épiniere. Une dégénérescence
modérée est observée au niveau du cervelet, du pons et du tronc cérébral. D’autres signes non
neurologiques sont observés comme une cardiomyopathie hypertrophique (Durr et al., 1996;
Harding, 1983) et une incidence élevée de diabete.

Le gene responsable FXN a été identifié par clonage positionnel dans notre laboratoire et
en collaboration avec 1I’équipe du Pr. Pandolfo en 1996. Il est localisé sur le chromosome
9913 et code pour une protéine mitochondriale hautement conservée, la frataxine (Campuzano
et al., 1996). 96% des patients sont homozygotes pour une expansion trinucléotidiqgue GAA

allant de 100 a 1300 répétitions au niveau de I’intron 1 du geéne et 4% sont des hétérozygotes
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composites portant I’expansion GAA sur le premier allele et une mutation ponctuelle dans les
régions codantes sur le 2°Me alléle (Campuzano et al., 1996; Cossee et al., 1999; Koutnikova et
al., 1997). L’expansion trinucléotidique résulte en une perte de fonction partielle par réduction
de I’expression de la frataxine. Une corrélation inverse existe entre 1’dge de début, la sévérité
de la maladie et les symptdmes associés et la taille des expansions qui peut aller de 100
répétitions jusqu’a 1300 (la taille normale des répétitions GAA étant entre 6 et 40). Les
patients avec un début tardif possédent de petites expansions par rapport aux autres formes de
FRDA (Cossee et al., 1997; Durr et al., 1996). La cardiomyopathie, I’atrophie optique ainsi
que la perte auditive sont associées avec un age de début précoce de FRDA et 1’4ge de perte
de la marche qui sont en retour associés avec des expansions GAA plus larges (Durr et al.,
1996; Filla et al., 1996; Montermini et al., 1997).

Une grande variabilité clinique est présente entre les patients atteints de FRDA
notamment 1’dge de début, la rapidité de I’aggravation et 1’étendue des manifestations
cliniques. Des formes atypiques de FRDA ont été décrites comme 1’ataxie de Friedreich avec
un début tardif (Lofa: late onset friedreich ataxia) ou I’ataxie de Friedreich avec présence de
réflexes ostéo-tendineux (Montermini et al., 1997). La mutation fondatrice G130V est une des
mutations ponctuelles les plus fréquentes (Delatycki et al., 1999) et est souvent associée avec
des réflexes vifs, une démarche spastique et une absence de dysarthrie (Bidichandani et al.,
1997; Cossee et al., 1999). Deux autres mutations ponctuelles ont été décrites avec un effet
fondateur 1154F dans le sud de I’Italie (Campuzano et al., 1996) et M1l chez 3 patients
allemands et suédois (Zuhlke et al., 1998).

La frataxine est essentielle pour le développement embryonnaire puisqu’une délétion
complete de la frataxine est létale chez des souris knock-out pour le géne Fxn (Cossee et al.,
2000). Des modéles murins conditionnels ont été ensuite créés et possédent les
caractéristiques biochimiques et physiopathologiques de la maladie humaine (Puccio et al.,
2001; Seznec et al., 2004; Simon et al., 2004). La déficience en frataxine entraine une
réduction sévere de I’activité des enzymes a noyau fer soufre (Martelli et al., 2007; Puccio et
al., 2001; Rotig et al., 1997), une accumulation de fer mitochondrial associée a une
dérégulation du fer cytosolique (Babcock et al.,, 1997; Puccio et al., 2001) et une
augmentation de la sensibilité aux agents oxydants (Babcock et al., 1997). Des dépots de fer
ont été observés sur des biopsies de coeur de patients FRDA (Lamarche et al., 1980) et dans

les mitochondries de souches de levure avec une délétion du géne Ythlp, homologue de la
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frataxine (Babcock et al., 1997). Ces données suggeérent que la frataxine joue un réle
important dans le métabolisme du fer et plusieurs hypothéses ont été proposées concernant sa
fonction: la biosynthése des centres fer-soufre (Rotig et al., 1997), le transport du fer
(Babcock et al., 1997), le stockage du fer (Adamec et al., 2000), une stimulation de la
phosphorylation oxydative (Ristow et al., 2000) et une activité anti-oxydante (Babcock et al.,
1997). Le réle de la frataxine dans la biosynthése des noyaux fer-soufre associés a des
enzymes cytosoliques ou nucléaires a eté bien démontrée (Martelli et al., 2007; Schmucker
and Puccio). Devant I’implication d’un stress oxydant dans la physiopathologiec de FRDA, les
stratégies thérapeutiques se sont orientées vers 1’utilisation de molécules anti-oxydantes ou
des chélateurs de fer. L’idébénone a montré son efficacité dans la réduction de

I’hyperthrophie cardiaque (Rustin et al., 2002).

a.2. Ataxie spinocérébelleuse avec anémie sidéroblastique liée a I’X

L’ataxie spinocérébelleuse avec anémie sidéroblastique liée a I’X (XLSA/A; MIM
301310) a été decrite par Pagon chez 6 patients de 2 familles non apparentées. Elle est
caractérisée par la présence chez les hommes atteints d’une ataxie cérébelleuse non
progressive dés 1’dge de 1 an, une diminution des réflexes ostéo-tendineux, une
incoordination des mouvements et des taux élevés de protoporphyrine au niveau des
érythrocytes. Les patients présentent une anémie hypochrome microcytaire modérée et des
sidéroblastes sur des préparations de moelle osseuse (Hellier et al., 2001; Pagon et al., 1985).
Les femmes porteuses présentent aussi des anomalies hématologiques mais aucun signe

neurologique n’a été observé (Maguire et al., 2001; Pagon et al., 1985).

Le géne responsable de cette ataxie, ABCB7, a été localisé sur le chromosome Xq13
(Allikmets et al., 1999; Bekri et al., 2000; Shimada et al., 1998). ABCB7 code pour un
transporteur de type ATP-binding cassette (ABC transporter) localisé au niveau de la
membrane interne mitochondriale et est impliqué dans I’export des centres fer-soufre de la
mitochondrie vers le cytosol (Kispal et al., 1999). La délétion du géne ATM1, orthologue de
ABCB7 chez la levure entraine une accumulation du fer mitochondrial, un stress oxydant et
une instabilité de ’ADN mitochondrial (Kispal et al., 1997). Le phénotype observé est
similaire a celui des levures mutantes pour le gene YFH1, homologue de la frataxine

(Babcock et al., 1997). Le géne de la levure ATM1 joue un réle central dans 1’export des
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centres fer-soufre de la mitochondrie vers le cytosol et dans la maturation des protéines

cytosoliques a noyaux fer-soufre.

a.3. Ataxie avec déficit en vitamine E

L’ataxie avec déficit en vitamine E (AVED MIM 277460) décrite en 1981 par Burck est
caractérisee par un phénotype tres similaire a celui de FRDA avec un age de debut entre 2 et
52 ans, le plus souvent avant 20 ans (Cavalier et al., 1998). Les patients développent une
ataxie du tronc et de la marche, une dysarthrie, une aréflexie des membres inférieurs, une
abolition des réflexes ostéo-tendineux, la présence de signes de Romberg et des troubles de la
sensibilité profonde (Benomar et al., 2002; Cavalier et al., 1998). Bien que I’AVED ressemble
a une ataxie de Friedreich typique en ce qui concerne 1’age de début, le tableau clinique et
I’évolution de la maladie, les patients AVED ne développent pas de cardiomyopathie et de
diabéte, présentent des taux effondrés de vitamine E, une dystonie dans 13% des cas, un
tremblement de la téte dans 28% des cas et parfois une rétinite pigmentaire (Ben Hamida et
al., 1993a; Ben Hamida et al., 1993b; Benomar et al., 2002; Cavalier et al., 1998; Yokota et
al., 1996).

L’¢étude pathologique d’un patient montre une démyélinisation sévére des colonnes
postérieures de la moelle épiniere, une atrophie des noyaux sensitifs, une perte des cellules de
Purkinje au niveau du cervelet et une atrophie modérée des faisceaux pyramidaux latéraux,
des ganglions spinaux et des nerfs périphériques (Larnaout et al., 1997). L’AVED est
diagnostiquée par un taux sérique trop bas de vitamine E ou a-tocophérol (inférieur a 1-2
mg/L, normal: 6 a 15 mg/L) en absence d’une malabsorption des lipides, exclue par un

lipidogramme normal (Ben Hamida et al., 1993b; Harding et al., 1985).

Le geéne responsable de I’AVED, TTPA, a été localisé au niveau du chromosome 8q13
(Arita et al., 1995; Ben Hamida et al., 1993a) et code pour une protéine cytosolique du foie
I’a-TTP (o-tocophérol transfer protein) (Hentati et al., 1996; Ouahchi et al., 1995). Une
mutation fondatrice, 744delA, est tres fréquemment retrouvée en Afrique du Nord (Marzouki
et al., 2005; Ouahchi et al., 1995), une autre mutation fondatrice, 513insTT, est retrouvée en
Europe et en Amérique du Nord (Cavalier et al., 1998; Hentati et al., 1996) ainsi qu’une
mutation faux-sens, H101Q, au Japon et associée avec un phénotype modéré et un début tardif
(Gotoda et al., 1995; Yokota et al., 1997).
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La vitamine E est normalement transportée de I’intestin vers le plasma dans les
chylomicrons. Les chylomicrons remnants sont repris par le foie et 1’a-tocophérol, la seule
forme biologique active de la vitamine E circulant dans le plasma, sera transférée du foie aux
lipoprotéines VLDL. L’absorption de la vitamine E est normale chez les patients AVED ainsi
gue son incorporation dans les chylomicrons mais son transfert aux VLDLS, assuré par la
protéine o-TTP, est altéré chez les patients AVED (Traber et al., 1990). Les autres formes de
vitamine E sont normalement absorbées au niveau de I’intestin gréle et transportées par les
chylomicrons jusqu’au foie mais ne sont pas incorporées dans les VLDL par I’a. - TTP. En
conséquence, les taux plasmatiques de vitamine E sont inférieurs a 10% des valeurs normales
dans le cas de I’AVED et les patients doivent étre supplémentés en vitamine E.

La vitamine E est une molécule anti-oxydante qui empéche la peroxydation des lipides
membranaires et sa déficience est responsable de la dégénérescence neuronale observée suite
a un stress oxydant chronique (Taroni and DiDonato, 2004; Yokota et al., 2001). En absence
de traitement avec la vitamine E, les patients seront confinés dans un fauteuil roulant apres 13
ans d’évolution de la maladie (Benomar et al., 2002; Yokota et al., 1997). Un traitement
substitutif en vitamine E (800mg/jour) permet de limiter la progression de la maladie et une
amélioration des signes neurologiques notamment ceux de la neuropathie (Gabsi et al., 2001;
Martinello et al., 1998). La supplémentation en vitamine E semble étre plus efficace dans le
cas d’une évolution de moins de 15 ans de la maladie. Dans des cas avancées de la maladie,
une supplémentation en vitamine E prévient 1’aggravation des symptomes mais aucune
amélioration clinique n’est obtenue bien que le taux de vitamine E plasmatique atteigne la
valeur normale (Martinello et al., 1998). Un modele souris knock-out a été développé et
présente un début tardif d’ataxie, un tremblement de téte et une dégénérescence rétinienne. Ce
modele montre que I’ataxie et la dégénérescence rétinienne sont associées a une augmentation
significative de la peroxydation des lipides extraits du cerveau. De plus, les signes
neurologiques peuvent étre améliorés par une supplémentation en vitamine E (Yokota et al.,
2001).

a.4. Abetalipoprotéinémie

L’abetalipoprotéinémie (ABL; MIM 200100) a été initialement décrite en 1950 par
Bassen et Kornzweig chez une fille issue d’une famille juive consanguine. Le tableau clinique

ressemblait a celui d’une ataxie de Friedreich mais présentait aussi une rétinite pigmentaire
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atypique et la présence d’acanthocytes correspondant a une déformation des érythrocytes
(Bassen and Kornzweig, 1950). Les premiers signes neurologiques apparaissent dans
I’enfance avec une ataxie cérébelleuse et cordonale postérieure associée a une neuropathie
périphérique sensitive. Cette forme rare d’ataxie métabolique est caractérisée par un défaut
d’absorption des graisses qui peut apparaitre dans la période néonatale et entraine des taux
plasmatiques tres bas de triglycérides et de cholestérol ainsi qu’un déficit en vitamines
liposolubles (A, E, K). Un traitement restrictif en graisses et de larges doses de vitamines
liposolubles est indiqué chez ces patients. Le traitement avec la vitamine E permet de prévenir
la progression des signes neurologiques et de la rétinite pigmentaire (Muller and Lloyd, 1982;
Muller et al., 1977). 1l existe une surcharge lipidique intracellulaire au niveau du foie et de
I’intestin, et dans de rares cas la stéatose hépatique peut évoluer vers une cirrhose (Braegger
etal., 1998).

L’ABL n’est pas due a des mutations dans le gene Apo-B mais a des mutations dans le
géne MTTP localisé sur le chromosome 423 et codant pour la grande sous-unité de la
protéine microsomale de transfert des triglycérides (MTP :Microsomal triglyceride Transfer
Protein) (Narcisi et al., 1995; Sharp et al., 1993). La protéine MTP effectue le transfert des
esters de triglycérides et de cholestérol entre les vésicules lipidiques. Le déficit en MTP est
responsable des défauts de biogénése des chylomicrons dans I’intestin gréle et des VLDLs
contenant 1’apo-B dans le foie et de leur sécrétion dans le plasma (Berriot-Varoqueaux et al.,
2000; Sharp et al., 1993). L’absence dans le plasma de 1’apolipoprotéine B et donc des
lipoprotéines VLDL et LDL et des chylomicrons entraine un défaut d’absorption des graisses
et donc une accumulation des triglycérides au niveau des entérocytes intestinaux due a une
abolition de leur transport.

L’ABL est une affection rare mais chez les juifs ashkénases la fréquence des hétérozygotes
pour une mutation fondatrice (p.G865X) a récemment été évaluée a 1:131 (Benayoun et al.,
2007)

a.5. L’ataxie spino-cérébelleuse de début infantile

L’ataxie spino-cérébelleuse de début infantile (IOSCA;MIM 271245) est caractérisée par
un début précoce entre 9 et 18 mois et a été décrite dans 13 familles finlandaises comprenant
19 patients (Koskinen et al., 1994). Les signes cliniques comprennent une ataxie spino-

cérébelleuse, une neuropathie sensitive progressive, des mouvements athétoides, une
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hypotonie musculaire, une ophtalmoplégie, une perte auditive, une épilepsie et un
hypogonadisme de type hypergonatrophique chez les filles (Lonngvist et al., 1998). L’IRM
montre une atrophie du cervelet, du tronc cérebral, et de la moelle épiniére (Nikali et al.,
1997). L’examen neuropathologique révéle une neuropathie sensitive axonale avec une perte
des fibres larges myélinisées, une atrophie de la moelle épiniére et des ganglions rachidiens,
similaire a celle observée dans la maladie de Friedreich, ainsi que du tronc cérébral et du
cervelet (Lonngvist et al., 1998). Les signes cliniques observés chez ces patients étaient tres
similaires de ceux trouvés dans des maladies mitochondriales mais aucune anomalie
mitochondriale n’a été observée.

Cependant, IOSCA représente une nouvelle forme d’ataxie récessive (Nikali et al., 1994)

et le géne responsable a été localisé par clonage positionnel dans des familles finlandaises au
niveau du chromosome 10924 (Nikali et al., 1997; Nikali et al., 2002; Nikali et al., 1995).
Une mutation fondatrice p.Y508C dans le gene C100rf2 codant pour la protéine twinkle est
présente a 1’état homozygote chez tous les patients finlandais (Nikali et al., 2005) a
I’exception d’un patient hétérozygote composite héritant en plus de la mutation p.Y508C une
mutation silencieuse. Le phénotype neurologique sévére observé chez les patients IOSCA
suggere que twinkle joue un rdle crucial dans le maintien et/ou la fonction des sous-
populations neuronales affectées. La mutation Y508C ne perturbe pas la localisation
subcellulaire de twinkle.

Twinkle est une hélicase mitochondriale nécessaire au déroulement de 1I’ADN
mitochondrial dans le sens 5° vers 3’ d’une maniére dépendante de I’ATP et elle est
spécifiquement stimulée par 1’action de la protéine mitochondriale SSBP (single-strand
binding protein) (Korhonen et al., 2003; Spelbrink et al., 2001). L’inhibition de twinkle
entraine une déplétion de I’ADNmt alors que sa surexpression induit une accumulation de ce
dernier ce qui suggere un réle primordial de twinkle dans la régulation du nombre de copies
d’ADNmt (Tyynismaa et al., 2004).

Des mutations dans le géne C100rf2 ont été décrites préalablement chez des individus
présentant une ophtalmoplégie dominante externe progressive (adPEQO) associée a des
délétions de I’ADN mitochondrial (Spelbrink et al., 2001). La maladie se manifeste par une
myopathie affectant souvent les muscles extra-oculaires et une intolérance a 1’exercice. Cette
pathologie présente une accumulation de multiples délétions de I’ADNmt dans les tissus post-
mitotiques surtout dans le cerveau, le muscle squelettique et le cceur. AdPEO est

génétiquement hétérogéne puisqu’en plus des mutations dans le gene twinkle, elle peut étre
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due a des mutations dans les génes ANT1 (Kaukonen et al., 2000) ou PolG (Van Goethem et
al., 2001).

a.6. SANDO et MIRAS: mutations de I’ADN polymérase mitochondriale POLG

Les mutations de POLG, codant pour la sous-unité A de I’ADN polymérase vy
mitochondriale, sont responsables d’un large spectre de manifestations cliniques avec une
Séveérité et un age de début tres variables (Horvath et al., 2006; Wong et al., 2008). En effet,
les mutations ont été initialement décrites dans 1’ophtalmoplégic externe progressive
autosomique dominante (adPEO ;MIM 157640) (Van Goethem et al., 2001), puis chez des
patients avec un syndrome parkinsonien, une ménopause précoce et des troubles
psychiatriques (Luoma et al., 2004). Des mutations récessives de POLG ont été associées a
I’ophtalmoplégie externe progressive autosomique récessive (arPEO; MIM 258450) (Van
Goethem et al., 2001), au syndrome d’Alpers (MIM 203700) caractérisé par un déficit
hépatocérébral sévere dans I’enfance avec déplétion de I’ADNmt (Ferrari et al., 2005;
Naviaux and Nguyen, 2005; Nguyen et al., 2005), mais également chez des patients avec un
syndrome parkinsonien.

Enfin, deux syndromes avec ataxie de transmission recessive ont été associés a des
mutations de POLG : la neuropathie sensitive ataxiante avec dysarthrie et ophtalmoparésie
(SANDO, MIM 607459) (Van Goethem et al., 2003) et le syndrome avec ataxie
mitochondriale récessive (également appelé MIRAS) (Hakonen et al., 2005; Winterthun et al.,
2005). L’ataxie peut étre cérébelleuse ou secondaire a une neuropathie sensitive. Elle peut étre
associée a une myopathie, une neuropathie périphérique, une ophtalmoplégie, des migraines,
une épilepsie ou des myoclonies. La biopsie musculaire peut retrouver des fibres rouges
déchiquetées (Ragged Red Fibers). L’¢tude de I’ADNmt extrait des biopsies musculaires
retrouve des délétions multiples de I’ADN.

Le géne POLG est localisé en 15026 et code pour la polymerase y qui est la seule
ADN polymérase localisée dans la mitochondrie. Cette protéine fait partie d’un complexe
multi-enzymatique localisé sur la membrane interne de la mitochondrie et qui a un role
fondamental dans la réplication et la réparation de I’ADNmt. Des mutations de POLG ont été
décrites sur I’ensemble du géne et sont responsables d’un défaut de la maintenance du
génome mitochondrial avec une accumulation secondaire de délétions, de mutations
ponctuelles et de déplétion de I’ADNmt (Hudson and Chinnery, 2006) et un déficit de la

chaine respiratoire mitochondriale.
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a.7. La maladie de Refsum

La maladie de Refsum (RD,266500) appelée également neuropathie heréditaire
sensitivo-motrice de type IV, décrite par Refsum en 1949, est une maladie rare caractérisée
par une surcharge en acide phytanique (Refsum et al., 1949). Les symptdmes peuvent
apparaitre a un age tardif mais genéralement apparaissent avant 1’age de 20 ans. Les
caractéristiques cliniques principales de ce syndrome incluent en plus de 1’ataxie cérébelleuse
une rétinite pigmentaire, une polyneuropathie périphérique ainsi que d’autres signes non
neurologiques comme une surdité, des arhytmies cardiaques, une anosmie, des anomalies de
la peau (ichtyose) et des anomalies osseuses, en particulier le raccourcissement de la phalange
distale du pouce (Wills et al., 2001).

L’accumulation de 1’acide phytanique dans le sang et les autres tissus est due a un
déficit en alpha oxydation qui constitue la 1°® étape de dégradation de I’acide phytanique et
des autres acides gras a nombre impair d’atomes de carbone au niveau du peroxysome (Jansen
et al., 2000; Jansen et al., 1997). Une réduction de I’apport journalier en acide phytanique
peut rétablir son taux plasmatique, entrainer un arrét de progression de la neuropathie
périphérique, 1’amélioration de I’ichtyose et la correction des anomalies observées sur
I’éléctrocardiogramme (Wills et al., 2001). Une plasmaphérése répétée peut améliorer la
maladie en diminuant le taux d’acide phytanique circulant (Weinstein, 1999).

La maladie de Refsum est transmise de facon récessive, est génétiquement hétérogene
et est due a des mutations dans le géne PHYH ou dans le géne PEX7 (Jansen et al., 1997
Weinstein, 1999; Wills et al., 2001). Le gene PHYH localisé sur le chromosome 10pter-p11.2
code pour la phytanyl coenzyme A hydroxylase qui catalyse la premiére étape de 1’alpha
oxydation de I’acide phytanique.

Une autre forme infantile de la maladie de Refsum résulte de mutations dans le gene
PEX7. Le géne PEX7 code pour le récepteur peroxine 7 qui est indispensable pour I’import
peroxisomal des protéines contenant un signal de ciblage peroxisomal PTS2 dont la PHYH
(van den Brink et al., 2003).

Les maladies peroxysomales sont divisées en 2 parties: la 1°® comprend les maladies
associées a un défaut de la biogénése ou de I’assemblage des peroxysomes et dans laquelle on
distingue: la maladie de refsum infantile, 1’adrénoleucodystrophie néonatale, le syndrome de
Zellweger et la chondrodysplasie rhizomélique punctata de type I; la 2°™ partie comprend la
forme adulte de la maladie de Refsum et I’adrénoleucodystrophie liée a 1’X dans lesquelles la

structure péeroxysomale est intacte (van den Brink et al., 2003).
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b. Réparation de ’ADN

Dans les neurones, plus que 10000 cassures d’ADN ont lieu dans la cellule par jour et
peuvent étre causees par un stress oxydant ou 1’exposition a des agents oxydants. Bien que les
cassures simple brin (SSB) sont la forme la plus commune de cassures d’ADN au niveau des
neurones, les cassures double brin (DSB) peuvent aussi avoir lieu si les bases touchées sont
tres proches sur les 2 brins. Un grand nombre de pathologies humaines caractérisées par un
dysfonctionnement neurologique sont associées avec des défauts de réparation de I’ADN. Il
existe deux groupes distincts dus a des défauts de réparation de I’ADN: le premier est
caractérisé a la fois par des déficits neurologiques et extra-neurologiques et inclut 1’ataxie
télangectasie (AT), I’ataxie télangectasie-like (ATLD) et le syndrome de Nijmegen (NBS) qui
résultent de dommages suite a des cassures double brin d’ADN (Figure 2.A). Le second
groupe est caractérisé par 1’absence de signes extra-neurologiques et inclut les ataxies avec
apraxie oculomotrice de types 1 (AOA1L) et 2 (AOA2) et I’ataxie spinocérébelleuse avec
neuropathie (SCANL1), qui résultent de dommages suite a des cassures simple brin de I’ADN
(Figure 2.B). La perte de fonction des différents génes responsables de ces maladies entraine

la perte précoce des cellules de Purkinje et des neurones des ganglions spinaux.

b.1. L’Ataxie Télangectasie

Le diagnostic de I’AT (AT, MIM 208900) repose sur une triade clinique associant des
signes neurologiques dominés par une ataxie cérébelleuse progressive dégénérative survenant
al’age de 1 a 3 ans, des télangectasies cutanées et conjonctivales, un déficit immunitaire a la
fois cellulaire et humoral responsable d’infections sinopulmonaires, une instabilité
chromosomique avec une susceptibilité accrue a certains cancers, des défauts de contréle du
cycle cellulaire, une hypersensibilité aux radiations ionisantes. La sensibilité accrue aux
radiations ionisantes permet de classer I’AT parmi les syndromes d’instabilité génomique qui
résultent de défauts de réponse aux 1ésions d’ADN (Shiloh, 2003). C’est la deuxiéme forme la
plus fréquente d’ataxie apres ’ataxie de Friedreich avec une prévalence de 1 sur 100000. Les
patients perdent la capacité de la marche vers 1’age de 10 ans (Chun and Gatti, 2004; Woods
and Taylor, 1992). Les télangectasies, dilatations chroniques des capillaires provoguant des
oéme

taches rouges sombres au niveau des yeux et de la peau, constituent le signe clinique de

la maladie et apparaissent entre 1’age de 2 a 8 ans. L’AT peut étre associée a d’autres signes
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A. Réparation des cassures double brin
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Figure 2: Réparation de I’ADN et ataxies autosomiques récessives

Deux groupes d’ataxies sont dus a des défauts de réparation de I’ADN.

A. Le ler groupe inclut ’AT et ’ATLD et est caractérisé par un défaut de réparation des cassures double brin de
I’ADN (DSBs). ATM est associée au complexe MRE11-RAD50-NBS1 (MRN) qui possede des activités hélicases et
exonucléases essentielles pour la reconnaissance et la réparation des cassures double brin. ATM est activée par les

cassures double brin et s’autophosphoryle.

B. Le 2éme groupe comprend les ataxies AOAL, AOA2 et SCANL et est caractérisé par la réparation des cassures
simple brin d’ADN (SSBs). TDP1 et APTX sont des composants du complexe de réparation des cassures simple brin
(SSBR) avec les (ADP-ribose) polymérases (PARP) 1 et 2 et XRCC1 (X-ray repair cross-complementing group 1).
TDP1 est impliquée dans la réparation des cassures simple brin générées par la topoisomérase | (TOPO1). APTX est

impliquée dans la reprise de ligations avortées.

Les cassures d’ADN simple et double brin (DSBs et SSBs) sont causées par un stress génotoxique, par la formation

des ROS (reactive oxygen species), ou des radiations ionisantes (IR).

B. Réparation des cassures simple brin
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comme la choréoathétose, une apraxie oculomotrice, un retard mental, un diabéte, des
aberrations chromosomiques le plus souvent des translocations des chromosomes 14 et 7, qui
touchent les génes codant pour les chaines lourdes de la superfamille des immunoglobulines
et pour les récepteurs des lymphocytes T, respectivement.

Un taux sériqgue augmenté d’a-fecetoprotéine constitue un argument fort pour le
diagnostic de I’AT en plus d’une diminution des taux d’immunoglobulines IgA, IgE et IgG
(Chun and Gatti, 2004)

Chez les patients agés de moins de 10 ans, le cervelet apparait normal sur I’IRM ou
montre une atrophie modérée. Cette derniére sera plus marquée et diffuse au niveau du vermis
cerébelleux aprés 1’age de 10 ans. La dégénérescence touche principalement les cellules de
Purkinje et granulaires du cervelet. Une certaine corrélation directe existe entre la durée de la
maladie et la sévérité de ’atrophie. Les patients les plus jeunes ont I’atrophie la plus modérée
et inversement. La plupart des patients incapables de marcher possédent une atrophie bien
marquée mais ’incapacit¢ de la marche peut aussi provenir de I’implication d’autres
structures (Tavani et al., 2003). Les cellules en culture des patients présentent une sensibilité
accrue aux radiations ionisantes et des cassures chromosomiques sont retrouvées au caryotype
(Chun and Gatti, 2004; Gatti, 1991; Woods and Taylor, 1992).

L’AT résulte de mutations dans le géne ATM (Savitsky et al., 1995), localisé en 11922
et constitué de 62 exons codants. Des mutations ont été décrites sur I’ensemble du géne
(Campbell et al., 2003). 11 s’agit le plus souvent de mutations tronquantes responsables d’une
absence complete d’expression de la protéine ATM et du phénotype classique de la maladie.
(Gilad et al., 1998). La protéine ATM est une serine/thréonine kinase dont la partie C-
terminale est homologue a wune famille de protéines contenant un domaine
phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) impliqué dans le contrdle du cycle cellulaire, la réponse
cellulaire aux altérations de I’ADN et donc dans le maintien de la stabilit¢ génomique
(Savitsky et al., 1995; Shiloh, 2003). La protéine ATM est ubiquitaire (Savitsky et al., 1995)
et est localisée d’une fagon prédominante dans le noyau avec une fonction de controle de
I’intégrité de I’ADN en agissant sur le cycle cellulaire (Chen and Lee, 1996).

Le phénotype des cellules issues de patients atteints suggére une implication du géne
ATM aussi bien dans la régulation du cycle cellulaire et le mécanisme apoptotique que dans la
détection des cassures double-brin et la stabilite génomique. Plusieurs substrats phosphorylés
par ATM ont été reportés dont la protéine p53 (Canman and Lim, 1998). ATM interagit avec
le complexe MRN (MRE11-RAD50-NBS1) qui a des activités hélicase et exonucléase

essentielles pour la reconnaissance et la réparation des cassures double brin (Uziel et al.,
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2003) (Figure 2.A). Le complexe MRN est un senseur des dommages d’ADN et sa
localisation au niveau de ces cassures est indépendante d’ATM (Lavin et al., 2007). Une
caractéristique de la protéine ATM est ’augmentation rapide de son activité kinase
immédiatement aprés 1’exposition a des radiations ionisantes ou en présence de cassures
double brin d’ADN (Canman and Lim, 1998) et ceci par son auto-phosphorylation entrainant
la dissociation du dimére d’ATM en monomeres actifs (Bakkenist and Kastan, 2003).

La neurodégénérescence progressive dans AT peut étre un résultat d’accumulation de
dommages durant le développement. Les souris Atm-/- imitent le phénotype des patients AT
et montrent un retard de croissance, une infertilité, une prédisposition aux lymphomes
thymiques et une sensibilité accrue aux radiations ionisantes mais les symptdémes
neurologiques sont moins sévéres que chez ’homme (Barlow et al., 1996). Les cellules de
patients AT et de souris déficientes en Atm présentent une instabilité génomique, une
sensibilité accrue aux radiations ionisantes et des défauts de réparation des cassures double
brin (Herzog et al., 1998). Les cellules de patients AT présentent aussi des fusions
télomériques au niveau des chromosomes suggerant une fonction d’ATM au niveau des
téloméres permettant la protection des extrémités chromosomiques et prévenant leur fusion
aberrante et la perte d’information génétique (Pandita et al., 1995).

Des mutations hypomorphes dans deux protéines constituant le complexe MRN, MRE11
et NBS1 ont également été identifiées. En effet, des mutations dans MRE11 sont responsables
du syndrome «Ataxia telangiectasia-like disorder» (ATLD; MIM 604391) (Stewart et al.,
1999) alors que le syndrome de Nijmegen est dd a des mutations du géne Nbs1 codant pour la
nibrine (Varon et al., 1998). Ce syndrome est caractérisé par une microcéphalie, un retard de
croissance, une immunodéficience, une prédisposition aux cancers et 1’absence d’ataxie, de
télangectasies et de taux élevés d’ a-feetoprotéine. Contrairement aux souris knock-out pour
ATM (Barlow et al., 1996), une létalité embryonnaire précoce chez les souris des genes Mrell
(Xiao and Weaver, 1997) et Nbsl (Zhu et al., 2001) a été observée (Ball and Xiao, 2005).

b.2. L’ataxie télangectasie-like

Les patients ATLD (ATLD; MIM 604391) présentent des signes cliniques similaires a
ceux de I’AT avec une ataxie cérebelleuse progressive avec un début plus tardif que dans le
cas de I’AT. Cependant, les télangectasies sont absentes ainsi que la prédisposition au cancer

et I’immunodéficience puisque les patients possédent des taux normaux d’lgG, IgA et IgM.
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Sur le plan biologique, les patients ne présentent pas d’élévation de 1’a-feetoprotéine. Comme
les 2 autres syndromes (AT et NBS), ATLD présente une certaine susceptibilité de
translocations impliquant surtout les chromosomes 7 et 14 et une sensibilité accrue aux
radiations ionisantes (Stewart et al., 1999; Taylor et al., 2004).

Le syndrome ATLD est di a des mutations dans le géne MRE11 localisé sur le
chromosome 11921 et contenant 19 exons codants (Stewart et al., 1999). Il est surprenant
qu’une déficience en MRE11 conduise a un phénotype AT-like plut6t qu’un phénotype NBS-
like. Comme pour NBS, les mutations responsables d’ATLD sont des mutations
hypomorphes, c.a.d. entrainant une perte de fonction partielle de la protéine, la perte de
fonction totale a 1’état homozygote n’étant vraisemblablement pas viable, comme chez la
souris.

MRE11 a une activité exonucléase et une activité endonucléase dépendante de ’ATP,
qui permet d’ouvrir les structures «en épingle a cheveux» (Paull and Gellert, 1998). Le
complexe MRN joue un réle primordial dans la réparation par recombinaison homologue des
cassures double brin de I’ADN, mais également dans d’autres processus tels que le maintien
des télomeres, les recombinaisons homologues méiotiques ou I’activation des points de
contr6le du cycle cellulaire (Deng et al., 2009). Il se peut que MRE11l et ATM soient
associées a la réparation par jonction des extrémités non-homologues (NHEJ), une voie de
réparation des cassures double brin qui joue un role important dans le maintien de 1’intégrité

du géndme.

b.3. L’ataxie avec Apraxie Oculomotrice de type 1

Cette forme d’ataxie a été décrite en premier chez des familles d’origine japonaise par
Inoué et al en 1971. Bien que les signes neurologiques observés sont similaires a ceux de
I’AT, les signes extra-neurologiques comme les télangectasies, I’immunodéficience et la
susceptibilité aux cancers n’ont pas été reportés dans AOAL (AOAL; EAOH; MIM 208920).
AOA1, appelée également «early-onset ataxia with oculomotor apraxia and
hypoalbuminemia», est caractérisée par une ataxie cérébelleuse débutant durant 1’enfance, une
neuropathie axonale sensitivo-motrice, une hypoalbuminémie, une hypercholestérolémie et
une aréflexie précoce. (Aicardi et al., 1988; Barbot et al., 2001; Shimazaki et al., 2002). Elle

constitue la 2°™ forme d’ataxie la plus fréquente au Portugal (Barbot et al., 2001; Le Ber et
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al., 2003). Un début plus tardif a 1’age adulte a été décrit chez certains patients (Criscuolo et
al., 2005a; Criscuolo et al., 2004b; Date et al., 2001; Tranchant et al., 2003).

L’IRM met en évidence une atrophie cérébelleuse avec une prédominance vermienne
alors que le tronc cérébral et la moelle épiniére apparaissent généralement intacts. L’apraxie
oculomotrice correspond & la dissociation entre les mouvements de la téte et des yeux ou la
téte atteint une cible latérale avant les yeux. Elle est présente chez la plupart des patients
(86%). Deux stades phénotypiques distincts peuvent étre distingués: une ataxie cérébelleuse et
une chorée sont présents au début de la maladie alors que I’apraxie et la neuropathie sont
normalement absentes et ensuite une neuropathie sévére et handicapante prédomine le tableau
clinique plus tard. Les patients se retrouvent en fauteuil roulant apres une évolution de 5 a 20
ans (Le Ber et al., 2003). Des lignées lymphoblastoides de patients avec AOAL montrent une
sensibilité élevée aux agents responsables des cassures simple brin de I’ADN, notamment le

peroxyde d’hydrogéne H,0, et aux agents alkylants (Gueven et al., 2004).

L’identification du géne a été réalisée par 1’étude de liaison de 13 familles
Portuguaises avec AOA1 (Moreira et al., 2001a; Moreira et al., 2001b) et de 7 familles
japonaises (Date et al., 2001). 14 mutations dans le gene APTX situé en 9p13 ont été décrites
jusqu’a présent en particulier la mutation fondatrice en Europe W279X (Moreira et al., 2001b;
Tranchant et al., 2003), deux mutations fondatrices au Japon (689insT et P206L) (Date et al.,
2001) et une délétion homozygote de tous les exons du gene dans une famille tunisienne avec
un phénotype typique de AOAL (Amouri et al., 2004). Le géne APTX comprend 7 exons
codants et est caractérisé par un épissage alternatif dans 1’exon 3 entrainant ’utilisation d’un
codon ATG alternatif dans 1’exon 4 responsable de la production d’un isoforme court de la
protéine (Date et al., 2001; Moreira et al., 2001b). L’aprataxine, une protéine nucléaire
ubiquitairement exprimée, est un membre de la superfamille des protéines a domaine HIT
(histidine-triad protein) et posséde en plus de ce domaine central un domaine N- terminal de
type FHA (forkhead-associated domain) homologue a la région N-terminale de la
polynucléotide 5’-kinase 3’-phosphatase (PNKP) (Caldecott, 2003; Moreira et al., 2001b;
Sano et al., 2004) et un domaine C-terminal en doigt de zinc (Znf) de liaison a I’ADN/ARN.
Les proteines de la superfamille des protéines a domaine HIT sont des nucléotides hydrolases,
transférases. Les domaines HIT et FHA sont potentiellement impliqués dans la réparation des
cassures simple brin, suggérant que I’aprataxine agit au moins en partie avec le complexe

protéique responsable du BER. Les mutations retrouvées sont pour la plupart situées au
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niveau du domaine HIT ou du domaine Znf, c.a.d touchant a la fois 1’isoforme long et

I’isoforme court.

L’aprataxine est présente dans le nucléoplasme et le nucléole (Clements et al., 2004).
Elle interagit grace a son domaine Nter avec XRRC1 (Figure 2.B) ce qui suggere un réle de
I’aprataxine dans la réparation des cassures simple brin de I’ADN par excision de bases (Date
et al., 2001; Sano et al., 2004). APTX peut interagir avec P53 par ses domaines FHA et HIT et
a PARP-1 grace aux domaines FHA, NL et HIT (Gueven et al., 2004). XRCCL1 joue un role
central dans le recrutement de protéines telles que la polynucléotide 5’-kinase 3’-phosphatase
(PNKP), ’ADN polymérase-beta (POLp) et la DNA ligase Il (LIG3) ainsi que PARP-1,
formant un complexe multiprotéique de la machinerie BER (base excision repair) du systeme
SSBR impliqueé dans la réparation des cassures simple brin (Whitehouse et al., 2001). Grace a
son domaine HIT, I’aprataxine posséde une activité enzymatique permettant d’hydrolyser les
structures ADP-ADN-5’5diphosphate qui sont des produits de ligations avortées. Leur

résolution permet la réinitiation de 1’activité ligase.

b.4. L’ataxie avec Apraxie Oculomotrice de type 2

Cette 4™ forme d’ataxie avec apraxie oculomotrice (AOA2; MIM 606002) a été localisée
par liaison génétique au niveau du chromosome 9934 grace a I’étude de deux familles
japonaises et une famille d’origine pakistanaise présentant une ataxie cérébelleuse avec
apraxie oculomotrice et/ou élévation de I’a-feetoprotéine (Bomont et al., 2000; Nemeth et al.,
2000; Watanabe et al., 1998). Cette nouvelle entité est différente de 1’ataxie télangectasie
(AT) puisqu’elle est caractérisée par un age de début plus tardif et I’absence des signes non
neurologiques de I’AT. L’age de début est plus tardif que dans le cas de AOAL et se situe
autour de 15 ans (Duquette et al., 2005; Le Ber et al., 2004; Moreira et al., 2004; Tazir et al.,
2009). L’ataxie de la marche et la dysarthrie sont les signes initiaux trouvés chez tous les
patients. Une ataxie cérébelleuse progressive est observée a I’IRM avec une prédominance
vermienne. Une neuropathie sensitivo-motrice caractérisée par la perte de cellules de purkinje
du cervelet est commune a tous les patients observes mais se révele moins sévére que dans le
cas de AOA1 (Duquette et al., 2005; Le Ber et al.,, 2004). L’aparaxie oculomotrice est
présente dans 60% des patients. AOA2 partage plusieurs aspects cliniques avec AOA1l
incluant 1’ataxie cérébelleuse, la neuropathie sensitivo-motrice (93%), I’apraxie oculo-motrice

(47%) mais les deux entités se distinguent par un age de début plus tardif pour AOA2 (10 a 22
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ans contre 2 a 15 ans pour AOA1), un taux élevé de AFP et des taux normaux d’albumine
sérique apreés une longue durée de la maladie. D’autres signes sont variables comme la
chroréoathéthose, les mouvements dystoniques et les taux elevés de créatine Kkinase.
L’élévation du taux d’AFP est normalement modéré dans le cas de AOA2 (<5 fois au dessus
de la limite supérieure) comparée a celle observée dans I’AT (10 fois plus que le taux normal)
(Anheim et al., 2009a; Anheim et al., 2009c). AOA2 peut étre considérée la 3°™ cause
d’ARCA la plus fréquente aprés I’ataxie de Friedreich et 1’ataxie télangectasie (Anheim et al.,
. Le Ber et al., 2004) et la 3*™ forme la plus fréquente en Algérie aprés I’ataxie de Friedreich
et AVED (Tazir et al., 2009).

Des mutations du géne SETX sont responsables de AOA2 (Moreira et al., 2004). Ce gene
contient 24 exons, est ubiquitairement exprimé et code pour la senataxine (Moreira et al.,
2004). Malgré I’expression ubiquitaire de SETX, la senataxine est présente au niveau du
cerveau murin, plus spécialement au niveau du bulbe olfactif, de I’hippocampe et des cellules
de purkinje du cervelet (Chen et al., 2006) et présente une localisation nucléaire (Suraweera et
al., 2007). La senataxine possede un domaine C-terminal avec 7 motifs hélicase qui appartient
a la superfamille I des hélicases. Les deux paralogues les plus proches sont les deux hélicases
RENT1/Upfl impliquée dans la dégradation des ARN médiée par les non-sens et IGHMBP2
mutée dans 1’atrophie musculaire spinale avce détresse respiratoire et impliquée dans la
transactivation de la transcription. L’homologue de la senataxine chez la levure, Senlp, est
impliqué dans la maturation des ARNS non-codants suggérant un role d’hélicase 8 ADN/ARN
pour la senataxine (Rasmussen and Culbertson, 1998; Ursic et al., 2004). La senataxine
interagit avec I’ARN polymérase II et donc posséde en plus de son role potentiel dans la
réparation des 1ésions de I’ADN un rdle dans la régulation de la transcription et la maturation
du prée-ARNm (Suraweera et al., 2009).

Les cellules AOA2 montrent une hypersensibilité aux agents génotoxiques tels que
H202, campthotécine et mitomycine C et presentent des défauts de réparation des cassures
double brin de I’ADN (Suraweera et al., 2007).

Trois mutations faux sens (T3l, L389S, R2136H) dans le géne SETX sont aussi
associées a une forme juvénile autosomique dominante de sclérose latérale amyotrophique
(ALS4) (Chen et al., 2006). Bien que ALS4 et AOA2 sont phénotypiquement différentes,
elles partagent des signes cliniques en commun comme la neuropathie périphérique motrice et
la progression lente de la maladie qui conduit & un handicap moteur sévere. Etant donné le
type des mutations de SETX, des mutations avec une perte partielle ou un gain de fonction

dus a la transmission dominante conduisent au développement d’une dégénérescence des
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motoneurones inférieurs et supérieurs alors qu’une perte de fonction due a une transmission
récessive conduisent a I’AOA2. Des anomalies de SETX causent probablement un
dysfonctionnement nucléaire dans AOA2 qui pourrait étre la cause de la neuropathie

sensitivo-motrice.

b.5. L’ataxie cérébelleuse avec neuropathie de type 1

Cette forme d’ataxie (SCANI1; MIM 607250), décrite dans une grande famille
consanguine originaire d’Arabie Saoudite (Takashima et al., 2002), est caractérisée par une
ataxie cérébelleuse et une neuropathie sensitivo-motrice sévere associées a une diminution
modérée de 1’albumine et une hypercholestérolémie. Il n’existe cependant pas d’apraxie
oculo-motrice, et la maladie débute a I’adolescence.

Le gene responsable de cette ataxie TDP1 est localisé en 14g31 et code pour la
tyrosyl-DNA phospho-diesterase 1 (Takashima et al., 2002). TDP1 est une enzyme nécessaire
a la réparation des cassures simple-brin de I’ADN induites lors du déroulement de I’ADN par
des liaisons covalentes de la topoisomerase 1 avec I’ADN, ou par le stress oxydant (H,0,) et

les radiations ionisantes (Figure 2.B) (EI-Khamisy et al., 2005; Ristow et al., 2000).

c. Autres mécanismes moléculaires

c.1. Ataxie spastique autosomique récessive du Charlevoix-Saguenay

L’ataxie spastique autosomique récessive du Charlevoix-Saguenay, (ARSACS, MIM
270550), a été décrite en premier par Bouchard et al en 1978 (Bouchard et al., 1978) dans une
cohorte de 200 familles originaires de la région du Charlevoix-Saguenay au nord-est du
Québec. Elle est caractérisée par une dégénérescence précoce et marquée du faisceau
pyramidal et du vermis cérébelleux supérieur (Bouchard et al., 1998). L’atteinte pyramidale
domine le tableau clinique. Il s’agit avant tout d’une spasticit¢é des membres inférieurs
associée a un signe de Babinski bilatéral. La maladie apparait t0t, vers 1 a 2 ans, avec une
ataxie et une spasticité apparente progressant rapidement et confinant les patients dans un
fauteuil roulant au cours de la 5*™ décennie. L’IRM cérébrale met en évidence une atrophie
précoce du vermis supérieur et une atrophie progressive des hémisphéres cérébelleux et de la

moelle épiniére (Bouchard et al., 1998). L’age moyen de début se situe entre 5,4 et 4,5 ans
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chez les patients japonais et tunisiens respectivement, indiquant que les patients ARSACS non
quebecois présentent un début plus tardif de la maladie.

L’ARSACS est due a des mutations dans le géne SACS localisé sur le chromosome
13q12.12 codant pour la protéine nucléaire sacsine (Engert et al., 2000). Une mutation
fondatrice (6594delT) a été trouvée dans la province du Charlevoix-Saguenay. Au moins 28
mutations ont été trouvées chez les patients de différentes origines incluant ceux du Québec,
de I’ltalie (Criscuolo et al., 2004a; Grieco et al., 2004), la Tunisie (El Euch-Fayache et al.,
2003), le Japon (Ogawa et al., 2004; Ouyang et al., 2006; Yamamoto et al., 2005), I’Espagne
(Criscuolo et al., 2005b) et la Turquie (Richter et al., 2004).

Le gene SACS contient 5 exons codants dont un trés grand exon de 12,8 Kb dans
lequel la majorité des mutations sont retrouvées (Engert et al., 2000; Ouyang et al., 2006). Le
géne est exprimé dans de nombreux tissus et plus fortement au niveau du systéeme nerveux
(Engert et al., 2000). La présence au niveau de la protéine de 2 domaines N-terminaux heat-
shock HSP90 et d’un domaine Dnaj suggere un rdle de la sacsine dans le repliement des
protéines médiée par les chaperonnes (Engert et al., 2000).

c. 2. Le syndrome de Marinesco-Sjégren

Le syndrome de Marinesco-Sjogren (MSS; MIM: 248800) est une affection
congénitale rare, de transmission autosomique récessive, décrite en 1931 par Marinesco et al.
dans une famille Roumaine, puis par Sjogren et al. en 1950 dans 14 familles scandinaves. I
est caractérisé¢ par 1’association d’une hypotonie, d’une ataxie cérébelleuse, d’une cataracte
bilatérale, d’un retard psychomoteur modéré d’une myopathie et d’un retard de croissance
staturopondérale. Des modifications de type myopathique sont observées sur les biopsies
musculaires incluant des fibres de taille variable et des vacuoles bordées (Suzuki et al., 1997)

Des mutations dans le géne SIL1 ont été identifiées par notre équipe en collaboration
avec le Pr Lehesjoki (Anttonen et al., 2005; Senderek et al., 2005). SIL1 code pour une
protéine de 461 acides aminés, avec un signal d’adressage vers le réticulum endoplasmique
dans la partie N-terminale, et une séquence de retention dans le réticulum endoplasmique en
C-terminal . SIL1 est un facteur d’échange nucléotidique pour la protéine BiP (aussi appelée
HSPAS5 ou GRP78) qui est un membre de la famille des chaperonnes HSP70 (Chung et al.,
2002). En effet, BiP a une activité ATPase dépendante qui est regulée par SIL1 laquelle induit
la libération de I’ADP et la fixation d’un nouvel ATP sur BiP. BiP est une chaperonne

impliquée dans la stabilisation et le repliement des polypeptides nouvellement synthétisés, et
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dans le transport rétrograde a travers la membrane du réticulum endoplasmique des protéines

aberrantes destinées a étre dégradées (Gething, 1999).

c.3. Ataxie cérébelleuse autosomique récessive de type 1

L’ataxie cérébelleuse autosomique récessive de type 1 (ARCAIL, également appelée
SCARS ou ataxie récessive de la Beauce, MIM 610743) a été récemment décrite chez 53
patients d’origine canadienne et plus particuliérement originaires des régions de la Beauce et
du Bas-St-Laurent au Québec (Gros-Louis et al., 2007). Tous les individus atteints possedent
un phénotype similaire avec une ataxie cérébelleuse débutant a 1’age adulte, progressant
lentement et associée & des anomalies mineures des mouvements extra-oculaires, une
incoordination des membres ou encore des réflexes ostéo-tendineux parfois vifs aux membres
inférieurs. L’IRM révele une atrophie cérébelleuse diffuse sans atteinte du tronc cérébral chez
I’ensemble des sujets atteints aprés quelques années seulement d’évolution de la maladie.

Des mutations du géne SYNEL localisé en 6g25 ont été identifiées chez les patients
ARCAL1 (Gros-Louis et al., 2007) et code pour la protéine Syne-1 également appelée
nesprine-1. Syne-1 contient des répétitions de type spectrine similaires a celles trouvées dans
la dystrophine et ’utrophine ainsi qu’un domaine homologue a la partie C-terminale de la
protéine Klarsicht (KASH) chez la drosophile associée avec les noyaux et impliquée dans leur
migration et leur localisation (Apel et al., 2000; Grady et al., 2005). En microscopie
électronique, Syne-1 (Nesprine-1) est de maniere prédominante une protéine de la membrane
interne de 1’enveloppe nucléaire et colocalise avec les lamines nucléaires A/C, 1’émerine et
LAPI au niveau de I’enveloppe nucléaire ce qui suggere que Syne-1 participe a la migration
des noyaux et/ou leur ancrage au niveau post-synaptique (Zhang et al., 2001).

Chez les patients ARCAL, Gros-Louis et al. (Gros-Louis et al., 2007) retrouvent une
diminution du nombre de noyaux localisés sous la membrane post-synaptique comparé a un
muscle contrdle bien que la formation des jonctions neuromusculaires NMJs semble normale.
Syne-1 semble étre une protéine multifonctionnelle avec des réles potentiels dans la fonction

de I’enveloppe nucléaire interne et le positionnement du noyau dans le cytoplasme.

c.4. Syndrome ataxie/tremblement associés a I’X Fragile (FXTAS)

Le syndrome, FXTAS (MIM 300623) est caractéerisé par une ataxie cérébelleuse et/ou

un tremblement d’intention débutant aprés 1’age de 50 ans. Il a été recemment décrit chez des
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patients porteurs d’une prémutation pour le syndrome de 1’X fragile (Hagerman et al., 2001;
Jacquemont et al., 2004; Leehey et al., 2003). FXTAS peut associer des troubles cognitifs et
psychiatriques de degrés variables pouvant aller jusqu’a une démence, un syndrome de

Parkinson, une neuropathie périphérique et une faiblesse musculaire.

FXTAS est dii a la présence d’une prémutation de 55 a 200 répétitions (CGG)n dans la
partic 5’UTR du géne FMR1 localisé en Xq27.3. La plupart des prémutations associées a un
syndrome FXTAS sont supérieures a 70 répeétitions (Jacquemont et al., 2007). Les mutations
supérieures a 200 répétitions (CGG)n sont responsables du syndrome de I’X fragile (MIM
300624) (Kremer et al., 1991; Oberle et al., 1991). Le mécanisme physiopathologique serait
un «gain de fonction» toxique de I’ARNm porteur de I’expansion trinucléotidique (CGG)55-
200. FXTAS est donc une des maladies neurodégénératives dues a des expansions dans les
parties non codantes d’ARNm et incluant les dystrophies myotoniques de type 1 et 2, les SCA
de type 8, 10, 12 (Ranum and Cooper, 2006). L’ARNm porteur de la prémutation pourrait
séquestrer les protéines dont la fonction normale est de fixer I’ARNm contenant le motif CGG

et entrainer leur déplétion fonctionnelle et des anomalies du métabolisme des ARNm.
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Les différentes voies moléculaires impliquées dans les ataxies héréditaires sont

schématisees sur la figure 3.
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Figure 3: Mécanismes physiopathologiques impliqués dans les ataxies récessives

Les voies défectueuses dans les ataxies autosomiques récessives sont indiquées par une étoile rouge. Les causes des ataxies
incluant une augmentation du stress oxydant et d’autres anomalies métaboliques conduisant a la mort cellulaire (1) et
I’instabilité génomique (2) sont indiquées.

ER: réticulum endoplasmique. FRDA: ataxie de Friedreich. AVED: ataxie avec déficit en vitamine E. ABL:
abetalipoprotéinémie. RD: syndrome de Refsum. SCANL: ataxie spinocérébelleuse avec neuropathie axonale. AT: ataxie
télangectasie. AOAL: ataxie avec apraxie oculomotrice de type 1. AOA2: ataxie avec apraxie oculomotrice de type 2.
ARSACS: ataxie autosomique récessive du Charlevoix-Saguenay. IOSCA.: ataxie spinocerebelleuse avec début infantile. MSS:
syndrome de Marinesco-Sjogren. CTX: xanthomatose cérébrotendineuse . LOTS: maladie de Tay-Sachs avec début tardif.

(D’aprés Fogel BL, Perlman S. Lancet Neurol 2007; 6: 245-57)



En conclusion, le diagnostic des ataxies héréditaires peut donc étre orienté par les signes
cliniques et biologiques caractérisant les différentes formes. Parmi les signes cliniques, on
peut citer la spasticité dans ARSACS et les télangectasies dans AT. Les signes biologiques
constitutent un outil important pour le clinicien et peuvent orienter vers I’AVED ou I’ABL
dans le cas de taux bas de vitamine E, des taux élevés de I’a-feetoprotéine dans le cas de I’AT
et de AOA2, et des taux élevés d’acide phytanique dans le cas de la maladie de Refsum
(Figure 4)
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Figure 4: Différents signes d’orientation diagnostique des ataxies

EA: ataxie épisodique. SCA: ataxie spinocérébelleuse. FXTAS: Syndrome ataxie et tremblement associé a 1’X Fragile.
XLSA/A: Ataxie spinocérébelleuse avec anémie sidéroblastique liée a I’X. FRDA: ataxie de Friedreich. AVED: ataxie
avec déficit en vitamine E. ABL: abetalipoprotéinémie. RD: syndrome de Refsum. AOA2: ataxie avec apraxie
oculomotrice de type 2. AT: ataxie télangectasie. CTX: xanthomatose cérébrotendineuse. AOAL: ataxie avec apraxie
oculomotrice de type 1. ATLD: Ataxie télangectasie-like. SCANL: ataxie spinocérébelleuse avec neuropathie axonale.
ARSACS: ataxie autosomique récessive du Charlevoix-Saguenay. ARCAL: ataxie autosomique récessive cérébelleuse de
type 1. MSS: syndrome de Marinesco-Sjogren. SANDO: neuropathie sensitive ataxiante avec dysarthrie et
ophtalmoparésie. I0SCA: ataxie spinocérébelleuse avec début infantile. ILOCA: ataxie cérébelleuse idiopathique avec
début tardif .

(D’aprés Mario Manto and Daniele Marmolino Current Opinion in Neurology 2009, 22:419-429)




I1. Les paraplégies spastiques héréeditaires

Les paraplégies spastiques héreditaires constituent un groupe hétérogene de maladies
neurologiques caractérisees par une spasticité et une faiblesse des membres inférieurs, une
hyperréflexie, une hypertonicité des membres inférieurs et un signe de Babinski bilatéral. Les
patients ont une démarche trébuchante spastique et sollicitent de 1’aide avec 1’évolution de la
maladie. La neuropathologie des HSP a été étudiée seulement dans un petit nombre de cas.
Elles peuvent étre divisées en deux groupes : les formes pures non compliquées si I’atteinte
neurologique est limitée a la spasticité et a la faiblesse des membres inférieurs et les
paraplégies compliquées qui peuvent étre associées a un des signes suivants: signes
cérébelleux, amyotrophie, démence, épilepsie, neuropathie périphérique. Les paraplégies
spastiques pures sont marquées par la présence de signes pyramidaux dans les membres
inférieurs et progressent lentement. Comme les ataxies progressives, elles peuvent étre
classées selon leur mode de transmission: autosomique ou lié a I’X, récessif ou dominant.
Elles peuvent étre classées selon le mécanisme physiopathologique qui peut étre di a des
mutations dans des génes codant pour des protéines mitochondriales ou impliquées dans le
transport axonal et le trafic vésiculaire. Les paraplégies spastiques sont hétérogénes et peuvent
avoir un age de début variable (Harding, 1983; Harding, 1993b). Des formes infantiles ont été
décrites comme la forme liée a des mutations de 1’alsine.

Leur prévalence est estimée entre 3 et 10/200000 dans la population européenne. Plus
de 40 loci et 20 genes ont été identifiés. Les différentes formes de paraplégies spastiques sont
résumées dans le tableau 4. Je détaillerai plus les formes impliquées dans le trafic vésiculaire
et le transport axonal.

A. Physiopathologie des PSH

La principale caractéristique neuropathologique des PSH est la dégénérescence
axonale des parties terminales des voies descendantes (faisceaux corticospinaux) et
ascendantes (colonnes dorsales) de la mcelle épiniére. La dégeénérescence axonale est
dépendante de sa longueur.

L’étude des geénes impliqués dans les PSH suggérent qu’ils affectent le transport
axonal des macromolécules et des organelles qui, d’une fagcon prédominante, touche la partie

distale des axones neuronaux. Les axones longs (longueur plus d’1 metre) sont probablement
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Tableau 4: Lesdifférentes paraplégies spastiques

Maladie Chromosome Geéne protéine trx;:?;iin Signescliniques
SPGL Xq28 LicAM ad?;t:nnf d"lilaire Lideal’x syndrome MASA et hydrocéphalieliée al'X
" P parapl égie spastique pure et compliquée
SPG2 Xq22 PLPL prOt:e”IZ‘:]oz?r']'é"de Ligeal'X
Y (retard mental et convulsions)
SPG3A 14q12-c21 ATLA Atlastine AD parapl égi e spastique pure et compliquée avec début précoce et
progression lente
PGa o022 SPAST Spastine AD principalement paraplégie spastique pure avec un &ge de début
P variable
Cytochrome P450,
SPG5A 8021.3 CYP7B1 famille7, sous-famille AR parapl égie spastique pure avec un &ge de début variable
B, polypeptide 1
SPG6 15g11.2—q12 NIPA1 tranr]lzg;g:jrn?u AD parapl égi e spastique pure avec un début a1’ &ge adulte
- parapl égie spastique pure et compliquée (atrophies optique,
7 16q24. 7 | AR
SPG 6q24.3 SPG Paraplegine corticale et cérébelleuse)
PGs 824 KIAAO196 Strumpelline AD parapl égi e spastique pure avec un début al’ age adulte (spasticité
marquée)
A del
SPG10 12g13 KIF5A farrnniiz tg;SK : :; Ees AD parapl égie spastique pure et compliquée avec un début précoce
PG11 150211 PG11 Spatacsine AR parapl égi e spastique pure avec un &ge de début variable et un
get corpscalleux fin
SPG13 202434 HSPD1 Protéine zga\oeronne AD parapl égi e spastique pure avec un début al’ age adulte
SPGIS 140041 ZEYVEZ Spastizine AR parapl égie spastique pure avec un début al’ adolescence (Kjellin
ges syndrome)
PG17 11012-q14 BSCL2 Seipine AD parapl égi e spasti que compliquée avec un &ge de début variable
aieq P (Silver syndrome)
SPG20 130123 PG20 Spartine AR parapl égi e spasti que compliquée avec un début infantile (Troyer
4 syndrome)
PG21 15021-q22 PG21 Maspardine AR Parapl égie spasti que compliquée avec un début al’ &ge adulte
44 &P précoce (Mast syndrome)
member 2 dela
SPG22 Xql3.2 SLC16A2 famille16 desporteurs  Liéeal’X syndrome d’ Allan—Herndon-Dudley (AHDS)
de solutés
SPG31 2p12 REEPL F:‘;:grn:x;:: AD parapl égie spastique pure avec un début variable
SPG39 19013 PNPLAG estérase AR parapl égie spastique avec une fonte musculaire marquée au
P niveau des 4 membres
SPG42 3025.31 SLC33A1 transportct:aq:)rAd acdyl- AD parapl égi e spastique pure avec un début variable
1042.13 GIC2 Connexine4? AR parapl égie spastique compliquée avec un &ge tardif (ataxie,

dysarthrie et convulsions)




plus sensibles a des défauts du trafic membranaire, du transport associé aux microtubules, de
I’organisation du cytosquelette et du fonctionnement mitochondrial pour un transport efficace
des signaux, molécules et organelles vers et a partir des terminaisons nerveuses.

Les mécanismes pathologiques observés incluent donc des défauts de signalisation ou
de migration cellulaire, des anomalies de chaperonnes mitochondriales, des anomalies de
myélinisation ainsi que des défauts de transport et du trafic intracellulaire (Fink, 2002; Fink,
2003; Salinas et al., 2008). Les differentes protéines impliquées dans les paraplégies

spastiques héréditaires ainsi que leur localisation cellulaire sont indiquées sur la figure 5.

A.1. Dysfonctionnement Mitochondrial dans les paraplégies spastiques
heréditaires

Il est évident que le dysfonctionnement mitochondrial et le stress oxydatif jouent un
role important dans les maladies neurodégénératives. Plusieurs génes nucléaires codant pour
des protéines mitochondriales sont mutés dans des formes de paraplégies spastiques

héréditaires.

A.1.1. SPG7

Cette forme de paraplégie (SPG7 MIM , 607259) est due a des mutations dans le géne
localisé sur le chromosome 16¢23.4 (Casari et al., 1998). Ce géne code pour la paraplégine,
une métalloprotéase mitochondriale qui est un membre de la famille des protéines a domaine
AAA ATPase. Des défauts de la phosphorylation oxydative mitochondriale ont été observés
sur des biopsies de muscle de patients PSH avec des mutations dans le géne paraplégine
(Atorino et al., 2003; Casari et al., 1998). La paraplégine est une protéine de la membrane
mitochondriale interne ou elle forme un complexe avec AFG3L2, une protéase homologue
mutée dans une ataxie dominante, SCA28. Ce complexe est aberrant dans les fibroblastes des
patients PSH en absence de paraplégine. Ceci entraine une diminution de I’activité du
complexe | de la chaine respiratoire et une augmentation de la sensibilité au stress oxydant qui
peuvent étre rétablies par 1’expression d’une paraplégine exogéne. Le complexe paraplégine-

AFG3L2 peut avoir un role dans I’assemblage du complexe I et en absence de ce complexe,
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Figure 5 : Physiopathologie des paraplégies spastiques
Deux voies physiopathologiques sont impliquées: le dysfonctionnement mitochondrial et les défauts de transport axonal

et cytosolique. La majorité des protéines mutées dans les paraplégies spastiques est liée au transport axonal antérograde
ou rétrograde et au trafic vésiculaire. D’autres protéines impliquées sont des protéines mitochondriales.

(D’apreés Patrick A. Dion, Hussein Daoud and Guy A. Rouleau. Nature Reviews| Genetics volume 10 | November 2009)



des défauts de repliement et d’assemblage des protéines de ce complexe ont été mis en
évidence (Atorino et al., 2003).

A.1.2. SPG13
Cette forme de PSH (SPG13, MIM, 605280)est due a des mutations dans le géne

codant pour HSP60 (Heat shock protein 60), une chaperonine mitochondriale qui pourra

assister au repliement des protéines mitochondriales (Hansen et al., 2002).

A.1.3. SPG31
Le gene REEP1, responsable de SPG31 (SPG31, MIM, 610250), est ubiquitairement

exprimé et code pour une protéine mitochondriale (Receptor expression-enhancing protein 1)

qui a aussi une activité chaperonne (Zuchner et al., 2006).

A.2. Trafic vésiculaire et transport axonal

Le trafic vésiculaire est hautement organisé. L’endocytose commence par la formation
des vésicules revétues de clathrine au niveau de la membrane plasmique et qui contiennent les
récepteurs et/ou d’autres protéines transmembranaires. Les vésicules sont transportées le long
des microtubules du cytosquelette et ensuite 1’attachement et la fusion des endosomes aura
lieu pour livrer les macromolécules aux différentes localisations subcellulaires. Ces processus
dépendent d’une famille de protéines, telle que la famille des petites Rab GTPases et les

protéines associées a ’ESCRT (endosomal sorting complex required for transport).

Le transport axonal qui dépend principalement des microtubules est renforcé par deux
classes de moteurs moléculaires, la dynéine (transport rétrograde) et les kinésines (transport
antérograde). La dynéine cytoplasmique ubiquitaire appartient a la famille des AAA (ATPase-
associated with various cellular activities) et comprend plusieurs sous-unités responsables de
I’attachement aux microtubules. La dynéine est nécessaire pour une large variété de processus
cellulaires comme la division cellulaire, le maintien du golgi et en particulier le transport
axonal au niveau des neurones. Dans la plupart des cas, HSP semble étre progressive mais elle
peut aussi étre non progressive. Les PSH sont des maladies neurodégénératives dont
I’étiologie peut étre neurodévelopementale pour une fraction d’entre elles, comme SPG1 et

SPG3A (Fink, 2002; Fink, 2003; Salinas et al., 2008).
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A.2.1.SPG4
SPG4 (MIM, 182601) est une forme de paraplégie spastique pure de transmission

autosomique dominante. SPG4 est la forme la plus fréquente des paraplégies spastiques et
compte pour plus de 40% des HSP. Elle est due a des mutations dans le géne spastine localisé
au niveau du chromosme 2p. Ce gene code pour la protéine spastine membre de la famille de
protéines de type AAA (ATPases associated with diverse cellular activities) contenant la
protéine katanine, une protéine impliquée dans la dissociation des microtubules (Hazan et al.,
1999). Le gene spastine est ubiquitairement exprimé a la fois dans les tissus neuronaux et non
neuronaux feetaux et adultes (Charvin et al., 2003; Hazan et al., 1999). La plupart des
mutations observées sont localisées au niveau du domaine C terminal AAA. Les mutations
observées sont des mutations perte de fonction (Lindsey et al., 2000).

Les différentes études d’immunolocalisation dans une variété de tissus et de types
cellulaires suggerent que la spastine est une protéine multifonctionnelle, de localisation
cytoplasmique et nucléaire. La spastine peut présenter une distribution nucléaire et
cytoplasmique, et bien qu’ubiquitaire, elle est clairement enrichie dans les tissus neuronaux a
la fois chez I’homme et la souris (Charvin et al., 2003). Mais elle peut avoir une localisation
cytoplasmique diffuse restreinte aux cellules neuronales ou au niveau des terminaisons
synaptiques de différents types de cellules neuronales incluant les motoneurones en plus de sa
localisation nucléaire (Wharton et al., 2003). Errico et al et McDermott et al trouvent que la
spastine est localisée au niveau du cytoplasme et de structures ponctiformes et interagit
transitoirement avec les microtubules via son domaine N-terminal et cette interaction est
régulée par 1’activité ATPase du domaine AAA. Ceci peut lui conférer un role direct dans la
régulation de la dynamique des microtubules (Errico et al., 2002; McDermott et al., 2003).
Les mutations faux-sens du domaine AAA sont responsables d’une liaison constitutive de la
protéine aux microtubules et entrainent une redistribution du cytosquelette. Les mutations de
la spastine entrainent une abolition du transport des organelles tels que les mitochondries et
les peroxysomes tout le long du réseau de microtubules et peuvent conduire alors a la
dégénérescence des parties distales des axones longs (McDermott et al., 2003). La spastine est
enrichie au niveau des régions cellulaires contenant des microtubules dynamiques comme les
centrosomes (Svenson et al., 2005) et les microtubules du fuseau mitotique durant la
métaphase, au niveau du midbody et de la région centrale du fuseau mitotique durant la
cytokinese et au niveau des terminaisons distales des neurites dans les motoneurones. Elle
interagit avec la protéine centrosomale NA14 qui agit comme un adaptateur pour I’interaction

de la spastine avec les microtubules (Errico et al., 2004) et avec la protéine CHMP1B, une
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protéine associée au complexe des sorting endosomes (Reid et al., 2005) grace a son domaine
MIT (microtubule interacting and traffiking domain). Les mutations du gene CHMP2B sont
responsables d’une forme héréditaire de démence fronto-temporale (Skibinski et al., 2005).
Ces données suggerent que la spastine joue un rdle dans la régulation de la fonction ou
de la stabilit¢ des microtubules et que ses mutations peuvent détruire le réseau de
microtubules entrainant 1’altération du trafic intracellulaire essentiel a la fonction axonale. La
dissociation des microtubules assurée par la spastine peut étre essentielle pour le transport
efficace des polymeéres de tubuline vers les régions synaptiques distales. Si de tels défauts sont
présents chez les patients PSH ceci permet de spéculer que la perte des microtubules des
terminaisons présynaptiques des neurones corticospinaux peut affecter le transport
antérograde du matériel synaptique et/ou rétrograde des facteurs trophiques. Ces défauts de

transport causent ainsi la dégénérescence distale des axones.

A.2.2. SPG3A
Cette forme pure de PSH autosomique dominante (MIM, 182600) est caractérisée par

un début tres précoce. Le gene responsable est localisé sur le chromosome 14q11-q21 et code
pour la protéine atlastine (Zhao et al., 2001b). Le géne SPG3A est exprimé d’une fagon
prédominante au niveau du systéme nerveux central.

L’atlastine montre une forte homologie pour des GTPases en particulier GBP1
(guanylate binding protein-1), membre de la famille des dynamines qui sont des grandes
GTPases. L’atlastine est une GTPase oligomérique, composée de sous-unités membranaires
avec les extrémités C et N terminales exposées du cdté cytoplasmique. L’atlastine est
localisée au niveau du Golgi et plus particulierement au niveau du cis-golgi. Elle est exprimée
dans plusieurs tissus et est enrichie au niveau des cellules pyramidales du cortex cérébral, une
sous-population qui montre une axonopathie longue chez les patients avec SPG3A, et au
niveau de I’hippocampe. L’atlastine peut aussi étre localisée au niveau du Golgi, du réticulum
endoplasmique, des neurites et des cones de croissance et forme un homotétramere (Zhu et al.,
2003; Zhu et al., 2006). Les mutations de SPG3A résultent en une perte de fonction de
I’activité GTPase de I’atlastine et en des anomalies du développement axonal. (Zhu et al.,
2006). Des mutations dans le domaine GTPase altérent la morphologie du Golgi et du
réticulum endoplasmique. Ceci montre que I’atlastine est impliquée dans le trafic vésiculaire a

I’interface Golgi/ER et dans la maturation de 1’appareil de Golgi (Namekawa et al., 2007)
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D’une maniére intéressante, la spastine et ’atlastine interagissent ensemble par leurs
parties N-terminale et C-terminale respectivement. Ceci suggére que ces deux protéines
participent & une méme voie biochimique et que la pathologie moléculaire des deux formes de

PSH sont liées.

A.2.3. SPG6
Des mutations du gene NIPAL, hautement exprimé dans les tissus neuronaux, sont

responsables de cette forme pure autosomique dominante de HSP (SPG6, MIM, 600363)
(Rainier et al., 2003). Ce géne code pour un transporteur de Mg?* membranaire associé
principalement aux endosomes précoces et a la surface cellulaire des cellules neuronales et
épithéliales (Goytain et al., 2007). D’une maniére intéressante, les mutations faux-sens de
NIPA1 empéchent le transfert de la protéine des endosomes jusqu’a la membrane plasmique.
Des changements de concentration de Mg®* entrainent une redistribution de la protéine NIPA1
entre le compartiment endosomal et la membrane plasmique: une augmentation de la
concentration résulte en une diminution de NIPA1 au niveau de la membrane alors qu’une
diminution de la concentration de Mg?* entraine une accumulation de NIPAL au niveau des
endosomes précoces et de son recrutement a la membrane. Wang et al. ont caractérisé
I’homologue de NIPA1 chez la drosophile, appelée spichthyine (Wang et al., 2007). lls ont
montré que la spichthyine localisée au niveau des endosomes précoces et qu’elle régule le
trafic endosomal des récepteurs aux protéines BMP (Bone Morphogenic Protein) en inhibant
la signalisation BMP /TGF-B. La signalisation BMP régule la croissance synaptique, le
maintien des microtubules et le transport axonal. La spichthyine permet alors la régulation de

la croissance synaptique et la stabilisation de la jonction neuromusculaire.

A.2.4. SPG10

SPG10 (MIM, 604187) est une forme pure de paraplégie spastique due a des mutations
du gene KIF5A (Kinesin heavy chain) qui code pour une protéine neuronale, KIF5A
constituant la chaine lourde de la kinésine impliquée dans le transport axonal antérograde
dépendant des microtubules (Reid et al., 2002). Les études in vitro montrent que les mutations
de KIF5A sont responsables d’une diminution du transport axonal des organelles et autres
structures due a une réduction de I’affinité de la protéine pour les microtubules (Ebbing et al.,
2008).
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A.2.5. SPG15
Des mutations dans le gene ZFYVE26 sont responsables de cette forme de paraplégie

(SPG15 MIM, 270700). Ce géne code pour la spastizine, une protéine avec un domaine doigt
de zinc de type FYVE exprimée ubiquitairement avec un role probable dans le trafic
intracellulaire puisqu’elle est localisée au niveau des endosomes et du réticulum
endoplasmique (Hanein et al., 2008). Les domaines de type FYVE sont des domaines de

liaison aux phosphoinositides membranaires.

A.2.6. SPG20 ou Syndrome de Troyer

Le syndrome de Troyer (SPG20, MIM, 275900) est une forme de paraplégie spastique
compliquée associée a une dysarthrie, une amyotrophie distale, un retard de croissance
modéré et une petite taille. L’age de début est précoce et la transmission est autosomique
récessive. Une délétion fondatrice tronquante a été trouvée dans le géne SPG20 localisé au
niveau du chromosome 13q12.3. SPG20 est exprimé ubiquitairement (Patel et al., 2002). Ce
géne code pour la spartine qui contient une séquence similaire a la partie N-terminale de la
spastine et d’autres protéines impliquées dans la morphologie et le trafic membranaire des
endosomes. La partie N-terminale de la spartine contient le domaine MIT suggérant un role
dans le trafic membranaire médié par les microtubules (Ciccarelli et al., 2003). La spartine est
localisée d’une fagon prédominante au niveau du cytosol mais a aussi une localisation
nucléaire (Robay et al., 2006) ou peut étre associée aux membranes et interagit avec Eps15,
une protéine probablement impliquée dans 1’endocytose et le trafic vésiculaire (Bakowska et
al., 2005). Toutes ces données suggeérent que la spartine posséde des fonctions similaires. Lu

et al ont montré aussi une localisation mitochondriale (Lu et al., 2006).

A.2.7. SPG11
Cette forme de paraplégie spastique (MIM, 604360) est caractérisée par un corps

calleux fin et une altération de la fonction cognitive. Des mutations dans le géne SPG11 ont
été identifiées. Ce géne est localisé sur le chromosome 15q21.1 et code pour la spatacsine de
fonction inconnue (Stevanin et al., 2008; Stevanin et al., 2007). Des mutations dans le géne
spatacsine ont été reportées aussi dans une forme juvénile autosomique récessive de sclérose

latérale amyotrophique avec un age de début avant 25 ans et ne présentant pas de corps
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calleux fin (Orlacchio et al.) ainsi que dans une forme de parkinsonisme juvénile (Anheim et
al., 2009b).

A.2.8. SPG21 ou Syndrome de Mast

Cette forme autosomique récessive de HSP (SPG21, MIM, 248900) est compliquée et
associee a une démence, un corps calleux fin, des troubles cognitifs et des signes cérebelleux.
Le gene responsable est localisé sur le chromosome 15022.31 et code pour la protéine
ACP33/maspardine (Simpson et al., 2003). Cette protéine est localisée au niveau du
cytoplasme et des membranes du réseau endosomes/trans Golgi suggérant un réle dans le

trafic membranaire (Hanna and Blackstone, 2009).

A.2.9. Paraplégie spastique héréditaire avec un début infantile

Le géne ALS2 est impliqué dans des formes autosomiques récessives de maladies
touchant les motoneurones et incluant la sclérose latérale amyotrophique (ALS), une forme
juvénile de sclérose latérale primaire (JPLS) (Hadano et al., 2001; Yang et al., 2001) et la
paraplégie spastique ascendante héréditaire avec un début infantile (IAHSP) (Eymard-Pierre
et al., 2002; Hadano et al., 2007; Topp et al., 2004). Ces 3 formes sont caractérisées par une
dégénérescence des motoneurones supérieurs avec ou sans implication des motoneurones
inférieurs. L’ALS est plus sévére et affecte les motoneurones supérieurs du cortex moteur et
les motoneurones inférieurs du tronc cérébral et de la mcelle épiniére alors que la
dégenérescence dans la PLS touche seulement les motoneurones supérieurs et progresse
lentement. IAHSP (MIM, 607225) peut étre distinguée de ces deux dernicéres par I’age de
début a I’enfance avec une progression ascendante mais une longue survie durant la vie adulte
et une atrophie progressive des faisceaux pyramidaux apparente a I’'IRM apres plus de 20 ans
d’évolution. Cette forme de paraplégie spastique apparait généralement vers 1’age de 2 ans et
inclut les membres supérieurs dans les années qui suivent. Ce géne possede deux transcrits
ubiquitairement exprimés. Dans le systeme nerveux murin, ce géne est exprimé au niveau du
cerveau, cervelet, meelle épiniére et en particulier au niveau de I’hippocampe (Hadano et al.,

2001)
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Le gene ALS2 code pour 1’alsine qui possede 3 domaines correspondant aux GEFs
(Guanine nucleotide exchage factors) activant des membres de la famille des Ras GTPases.
Ces domaines sont: un domaine N-terminal contenant 5 répétitions RCC1-like (Ran GEF),
une région centrale contenant un domaine DH (diffuse B cell lymphoma homology) et un
domaine d’homologie a la pleckstrine (PH) qui constituent ensemble un domaine RhoGEF et
un domaine C-terminal VPS9-like (vacuolar sorting protein) qui est un Rab5-GEF. Sept
répétitions de motifs MORN (membrane occupation and recognition nexus) sont présentes
aussi au niveau de 1’alsine et caractérisent les protéines impliquées dans la signalisation des
phosphoinositides. Tous ces domaines liés a la signalisation cellulaire indiquent que I’alsine
pourrait étre impliquée dans la régulation de 1’activité des petites GTPases impliquées dans le
trafic vésiculaire (Eymard-Pierre et al., 2002; Hadano et al., 2001; Yang et al., 2001). En
effet, I’alsine colocalise avec Rab5 et Racl et catalyse I’échange de guanine au niveau de ces
deux GTPases. En plus de sa localisation cytoplasmique, 1’alsine est observée au niveau
d’autres structures ponctiformes dans les neurones et les fibroblastes ainsi que des structures
actine-positive comme les lamellipodes et les plis membranaires. L’alsine peut étre
importante pour le maintien des motoneurones en régulant le réseau d’actine (Topp et al.,
2004). Les souris Als2-/- ne montrent aucune anomalie motrice, développementale ou
reproductive mais présentent une perte progressive des cellules de Purkinje cérébelleuses.
D’une maniére intéressante, elles présentent une altération du traffic endosomal (Hadano et

al., 2006).

47



I11. Trafic Vésiculaire

Au cours de ma thése, j’ai identifi¢ un nouveau geéne codant pour une nouvelle
protéine que nous avons nommeée «RunDataxine». La rundataxine contient un domaine RUN
et un motif C-terminal riche en cystéines et qui ressemble au domaine C1 de liaison au
diacylglycérol. Nous avons montré que cette protéine colocalise avec Rab7, une petite
GTPase de la famille Rab. Je détaillerai dans cette partie les fonctions connues des domaines
RUN et C1 et le role des protéines de la famille des Rab GTPases.

A. Domaines RUN

Le domaine RUN est présent dans la majorité des protéines associées aux petites
GTPases de la famille Rab et Rap. Malgré la divergence entre les domaines RUN, ils sont
tous organisés en 6 motifs (A-F) riches en acides aminés hydrophobes conservés et possédent
une structure secondaire dominée par des hélices a. Des acides aminés basiques (R, K et H)
présents dans les blocs A et D sont trés conservés et peuvent jouer un role dans I’interaction
avec les petites GTPases de la famille Rab et Rap (Callebaut et al., 2001). La fonction des
domaines RUN n’est pas bien connue et les différentes études montrent une interaction simple
avec d’autres protéines. Le domaine RUN de RUFY1 n’a pas d’influence sur I’interaction de
RUFY1 avec Rab4 mais est responsable de 1’association de RUFY1 avec le cytosquelette
(Mari et al., 2001). Contrairement au cas de RUFY1, il a été montré que le domaine RUN de
RUFY3 (ou RPIPx; Rap2-interacting protein x), homologue de RUFY1, est responsable de
son interaction avec Rap2 (Kukimoto-Niino et al., 2006). L’iporine interagit avec Rabl via
son domaine RUN (Bayer et al., 2005). Nesca est une protéine régulatrice de la voie de
signalisation du récepteur tyrosine kinase A (trkA) qui est un récepteur au NGF (neurite
growth factor). Cette protéine contient un domaine RUN essentiel pour sa translocation du
cytoplasme sous-membranaire au noyau. En réponse aux neurotrophines, Nesca est activee
par phosphorylation et va activer des génes cibles de réponse au NGF. Nesca a un rdle dans la
différenciation neuronale des cellules PC12 en facilitant la croissance des neurites. Elle peut
avoir aussi un role dans ’activation prolongée des MAPKinases par le récepteur tyrosine
kinase A (MacDonald et al., 2004).
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B. Domaines C1 et Diacylglycérol

Les protéines kinases C (PKCs) représentent une famille de kinases regulant la
prolifération et la différenciation et sont responsables de transformation maligne en cas de
déreglement. Les PKCs possedent une région régulatrice N-terminale contenant 2 domaines
C1 et C2 et une région catalytique C-terminale (activité kinase) contenant 2 domaines C3 et
C4. Le domaine C1 fait environ 50 acides aminés de long et est riche en cystéines. Le
domaine C1 constitue un motif de liaison au diacylglycérol et joue un réle crucial dans la
translocation des PKCs et d’autres molécules du cytosol vers la membrane en réponse au
DAG et aux esters de phorbol qui sont des analogues du DAG. Le DAG est un second
messager qui résulte de 1’hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5 biphosphate P1(4,5)P, au
niveau de la membrane plasmique par la phospholipase C (Gomez-Fernandez and Corbalan-
Garcia, 2007). Le DAG et les esters de phorbol se lient au méme site au niveau des PKCs. Le
domaine régulateur C1 des PKCs contient 2 régions riches en cystéines liant chacune 2
atomes de zinc. Le domaine C1 est organisé sous forme de 2 feuillets B et d’une petite hélice
o. Trois cystéines et une histidine forment les sites de coordination de 2 atomes de Zn** 4 la
fin du feuillet B. Les feuillets B forment une poche dans laquelle se lient le DAG ou les esters
de phorbol. Les domaines C1 dans les PKCs ont la signature: HX;2CX,CXis.
14CX,CX4HX,CXC, H est une histidine, C une cystéine, X un acide aminé quelconque

(Colon-Gonzalez and Kazanietz, 2006).

En se basant sur leurs propriétés biochimiques, les PKCs sont classées en 3 groupes :
- Les PKCs classiques ou conventionnelles comprenant PKCa, PKCBI, PKCBIL, PKCy
- Les PKCs nouvelles: ce groupe inclut les PKCo, PKCg, PKCn et PKCO
- Les PKCs atypiques qui comprennent PKCC et PKCv/A

Les PKCs classiques et nouvelles sont sensibles aux DAG et phorbols esters contrairement
aux PKCs atypiques. La PKCy, spécifique des neurones, est mutée dans SCA14. Les PKCs
classiques sont activées par le calcium contrairement aux PKCs atypiques. Le domaine C1 est
responsable de la translocation au réseau trans-golgien. Dans les protéines kinases atypiques,
le domaine C1 est incapable de lier le DAG ou phorbol ester et peut étre impliqué dans les
interactions protéine-protéine. D’autres protéines non-kinases contiennent un domaine C1

comme les membres de la famille de Vav qui sont des facteurs d’échange de guanine (GEF)
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pour les Rho GTPases et régulent différentes fonctions cellulaires incluant 1’activation des

lymphocytes T (Tybulewicz, 2005).

C. Trafic vésiculaire et Rab GTPases

Les Rab GTPases sont impliquées dans le trafic vésiculaire entre les différents
compartiments membranaires de la cellule (membrane plasmique, réticulum, Golgi,
endosomes...), lui-méme dépendant de la composition en phosphoinositides des membranes
mises en jeu. Je décrirai d’abord les différentes étapes de I’endocytose et le role joué par les

phosphoinositides avant d’aborder la fonction des Rab GTPases.

1. L’endocytose

L’endocytose constitue une étape de contrdle ou d’arrét des voies de signalisation par
internalisation puis dégradation des récepteurs membranaires des facteurs de croissance et des
hormones. La voie de I’endocytose peut étre dépendante ou indépendante de la clathrine. Les
molécules de clathrine forment un manteau autour des vésicules d’endocytose transportant
majoritairement des récepteurs. Les complexes récepteurs-ligands internalisés transitent par
une série de compartiments endosomaux. Les complexes récepteurs-ligands seront triés dans
les endosomes précoces par le découplage du récepteur de son ligand. Le pH de ces
endosomes est légerement acide (pH~6.2) grace a I’action des pompes a protons et de canaux
ioniques, ce qui dissocie la plupart des ligands de leurs récepteurs internalisés (Gruenberg,
2001). Au niveau des endosomes de tri (Sorting endosome), certains récepteurs sont recyclés
a la membrane plasmique, d’autres sont dirigés vers 1’appareil de Golgi par une voie dite
rétrograde tandis que d’autres récepteurs sont dirigés vers les endosomes tardifs puis les
lysosomes pour étre dégradés. Le recyclage a la membrane plasmique a lieu soit directement a
partir des endosomes précoces soit via les endosomes de recyclage qui se présentent sous
forme de structures tubulaires situées dans le Golgi périnucléaire. Les récepteurs internalisés
par la voie de I’endocytose dépendante de la clathrine sont découplés de leurs ligands dans les

endosomes de tri puis recyclés a la membrane plasmique pour étre reutilisés.
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Les protéines membranaires destinées a étre dégradées par les lysosomes se
concentrent au niveau des endosomes tardifs ou corps multivésiculaires. Les endosomes
tardifs deviennent de plus en plus acides et se transforment en corps multivésiculaires qui
fusionnent aux lysosomes afin de degrader leur contenu. Les lysosomes sont des organelles
dynamiques qui recoivent et dégradent des macromolécules des voies de sécrétion et
d’endocytose. Ils contiennent des ATPases pompes a protons qui maintiennent 1’acidification
de la lumiére des lysosomes a un pH de 4,6-5,0. lls peuvent étre distingués des endosomes par

I’absence du récepteur au mannose-6 phosphate (M6PR).

2. Les phosphoinositides

Les phosphoinositides sont des seconds messagers lipidiques qui permettent la
localisation des protéines au niveau des domaines membranaires en se liant a des motifs
protéiques spécifiques. Le PtdIns(4,5)P2 est présent a la membrane plasmique ou il controle la
formation des vésicules d’endocytose. Les PtdIns(3)P et PtdIns(3,5)P2 sont aussi localisés au
niveau des endosomes et semblent avoir un role important dans le trafic membranaire. Le
PtdIns(4,5)P2 est essentiel a la membrane plasmique pour le recrutement de la machinerie de
vésiculation dépendante de la clathrine et le PtdIns(3)P est nécessaire a I’invagination des

vésicules a I’intérieur des corps multivésiculaires.

3. .Les étapes du transport vésiculaire

Les protéines Rab font partie d’une famille de 60 membres et appartiennent a la
superfamille des petites GTPases Ras. Elles participent a la régulation du transport vesiculaire
et du trafic de protéines réceptrices membranaires entre les différents organelles des voies
endocytaire et sécrétoire.

Les Rab GTPases sont impliquées dans le transport vésiculaire (Stenmark, 2009;
Stenmark and Olkkonen, 2001; Zerial and McBride, 2001) qui comprend 5 étapes (Figure 6):
1- le bourgeonnement vésiculaire: les complexes ligands-récepteurs destinés a étre
internalisés sont recrutés sélectivement dans des puits recouverts de clathrine, recrutement
suivi d’une invagination du manteau, d’une constriction et d’une scission de la vésicule

recouverte de clathrine contenant les cargos (ligands, lipides, récepteurs...). Les Rab GTPases
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Figure 6: Différentes étapes du transport vésiculaire controlées par les RabGTPases et leur effecteurs (en orange)

a. Une Rab GTPase activée par son GEF et donc liée au GTP est recrutée a la membrane et se lie a une molécule adaptatrice
assurant la formation et la constriction des vésicules contenant les récepteurs internalisés. Ces vésicules peuvent étre revétues
de manteau de clathrine

b. Fission vésiculaire et dissociation des manteaux de clathrine. Des phosphoinositides kinases ou phosphatases sont recrutées
par les RabGTPases et sont responsables de I’hydrolyse des phosphoinositides. Cette hydrolyse entraine le dévétement du
manteau des vésicules qui est provoqué par le changement de composition en phosphoinositides.

c. Transport des vésicules le long des éléments du cytosquelette médié par les Rab GTPases. Les RabGTPases peuvent
assurer seules ce transport ou recruter des protéines motrices .

d. Adressage spécifique vers le compartiment accepteur. L’arrimage de la vésicule a la membrane du compartiment accepteur
est assuré par les RabGTPases qui s’associent a des protéines d’arrimage ou « tethering proteins » et les complexes SNARE.
e. Fusion des membranes et relargage du contenu de la vésicule dans la lumiére du compartiment accepteur. Les protéines
d’arrimage peuvent interagir avec les SNARE pour activer la formation du complexe SNARE. Le complexe SNARE est
formé entre le t-SNARE de la vésicule et le v-SNARE de la membrane acceptrice. Aprés la fusion des membranes et
I’exocytose, les Rab GTPases sont converties en leur forme inactive liée au GDP. L’hydrolyse du GTP est favorisée par une
GAP (protéine activatrice des GTPases). La Rab GTPase associée a son GDI (inhibiteur de dissociation du nucléotide

Guanine) est ciblée a la membrane par un GDF (facteur de déplacement du GDI). Le GEF (facteur d’échange du nucléotide
Guanine) catalyse la conversion de la Rab GTP en Rab GDP

(D’aprés Harald Stenmark;Nature Reviews Molecular Cell Biology 10, 513-525 (August 2009)



se transforment en leur forme active afin d’assurer la formation des vésicules contenant des

récepteurs.

2- la fission de la vésicule et la dissociation du manteau: les vésicules d’endocytose se

déchargent ensuite de leur manteau de clathrine et fusionnent avec les endosomes précoces.

3- le transport vésiculaire vers le compartiment accepteur: les Rab GTPases assurent le
transport des vésicules le long des microtubules et du cytosquelette d’actine. Les Rab
GTPases régulent aussi les filaments moteurs: la kinésine qui permet le transport
membranaire vers la périphérie de la cellule et la dynéine cytoplasmique qui permet le trafic
veésiculaire vers la région péricentriolaire. Les kinésines peuvent étre des effecteurs des Rab
GTPases; par exemple rabkinésine 6 (ou KIF20A, régulateur de la cytokinese) est un effecteur
de Rab6 localisée au niveau du Golgi; KIF16B, impliqué dans le recyclage endocytique est
recruté a la membrane des endosomes par liaison avec les PtdIns(3)P dont la formation est
contrélée par Rab5. La dynéine est un effecteur indirect de Rab7.

4- P’arrimage (tethering): aprés dissociation de la vésicule de son manteau, la vésicule est
attelée a la membrane du compartiment receveur grace a la combinaison d’une Rab liée au
GTP et d’un facteur d’arrimage. Les Rab GTPases cooperent avec les autres composants
incluant les complexes SNAREs qui sont impliqués dans I’arrimage et la fusion vésiculaire
avec la membrane acceptrice. L’arrimage dépend plus des effecteurs des Rab que des

complexes SNARE.

5- la fusion vésiculaire: Les SNAREs (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment
protein REceptor) jouent un r6le important dans la fusion des membranes cellulaires
(Bonifacino and Glick, 2004). Les différentes protéines de la famille des SNARE peuvent
s’associer, en particulier les protéines complémentaires présentes sur les deux membranes,
celles de la vésicule d’endocytose, les v-SNARE, et celles de 1’endosome précoce cible, les t-
SNARE. Chaque v-SNARE ne peut se lier qu’avec une t-SNARE, assurant ainsi en partie la
spécificité de I’adressage. Ces protéines sont constituées d’une partie transmembranaire et
d’une ou de deux longues hélices dans le cytoplasme. Les protéines v-SNARE et t-SNARE
s’associent en entremélant leurs hélices. Apres 1’accrochage de I’intermédiaire de transport
sur la membrane acceptrice, les hélices s’enroulent en un complexe serré qui conduit au
rapprochement des membranes, puis a leur fusion. La membrane acceptrice peut étre celle du
Golgi en cas des des vésicules en provenance du réticulum endoplasmique. Les Rabs peuvent

étre impliquées dans cette fusion; c’est le cas par exemple de Rabl et son effecteur P115.
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Apres la fusion des vésicules a la membrane acceptrice, les Rab GTPases retournent a leur

forme inactive liée au GDP une fois I’exocytose terminée.

4. Cycle des Rab GTPases

Deux classes de protéines regulatrices controlent le passage d’un état actif a inactif des
petites GTPases et vice-versa: les GEFs (guanine nucleotide exchange factors) et les GAPs
(GTPases activating proteins). Les GEFs favorisent 1’échange d’une molécule de GDP par
une molécule de GTP ce qui entraine un changement conformationnel des GTPases
permettant leur interaction avec toute une série de molécules effectrices qui déclencheront des
cascades de signalisation aboutissant a de nombreuses réponses cellulaires. Les GAPs
accélérent I’hydrolyse du GTP lié aux GTPases ramenant ainsi la protéine a 1’état inactif. Une
troisieme catégorie de régulateurs contrélant I’activité des GTPases comprend les GDIs
(guanine nucleotide dissociation inhibitors) qui empéchent la dissociation du GDP des petites
GTPases, stabilisant ainsi la forme inactive. Les GDF (membrane-bound GDI displacement
factors) favorisent la libération du GDI facilitant ainsi I’insertion du groupement
géranylgéranyl de la Rab GTPase active a la membrane. Une fois dissociés des GDI, les Rabs
sont capables d’assurer leurs diverses fonctions dans le trafic membranaire en se liant a des
effecteurs spécifiques. Les effecteurs des Rab peuvent étre des protéines avec des domaines
coiled-coil, des enzymes, ou des protéines associées au cytosquelette. Les PI3kinases sont des
effecteurs de Rab5. Une fois que les vésicules ont atteint leur cible, les Rab GTPases sont
inactivées par des GAPs spécifiques et peuvent étre recyclés vers le cytoplasme grace a des

GDI vers la surface cellulaire. (Figure 7).

5. Localisation des Rab GTPases

Les Rab GTPases sont localisées au niveau de compartiments intracellulaires
spécifiques en relation avec leur fonction dans les différents processus vésiculaires. La
localisation des Rab dépend de leur prénylation, une modification post-traductionnelle des
protéines Rab nouvellement synthétisées et effectuée par une géranylgéranyltransférase qui

est aussi une protéine de transport des Rab (REP: Rab escort protein). REP capte les protéines
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Figure 7 : Cycle de conversion des Rab GTPases

Une Rab GTPase, nouvellement synthétisée et sous sa forme inactive liée au GDP, est reconnue par une REP
(protéine escort des Rab). La REP présente la Rab GDP a la géranylgéranyl transférase (GGT) qui ajoute un
groupement géranylgéranyl a I’extrémité C-terminale de la Rab. La Rab-GDP géranylgéranylée est reconnue par un
GDI (inhibiteur de dissociation du nucléotide Guanine) qui régule le cycle des Rab au niveau de la membrane.
L’interaction avec un GDF (facteur de déplacement du GDI) permet le recrutement du complexe Rab-GDI a la
membrane cible. La conversion de la forme inactive liée au GDP en forme active liée au GTP est catalysée par un
GEF (facteur d’échange du nucléotide guanine) qui permet ’échange du GDP en GTP. La Rab GTPase active est
reconnue par ses effecteurs et est convertie a sa forme inactive par hydrolyse du GTP qui est stimulée par une GAP
(protéine activatrice de GTPase). L’hydrolyse du GTP génere du GDP et du phosphate inorganique.

(D’aprés Mario Manto and Daniele Marmolino Current Opinion in Neurology 2009, 22:419-429)



Rab nouvellement synthétisées et les présente a la géranylgéranyltransférase avant de les
délivrer a la membrane appropriée. Une fois que la Rab GTPase est associée a la membrane,

un GEF catalyse I’échange du GDP en GTP et donc la dissociation entre une Rab et son REP.

Dans les cellules, les Rab sont localisées au niveau de la face cytosolique des
différentes membranes intracellulaires (Figure 8). Rabl est localisée au niveau du réticulum
endoplasmique et le compartiment pré-golgien et assure le trafic entre le réticulum et le Golgi.
Rab2 est localisée au niveau du compartiment intermédiaire pré-golgien et joue le méme réle
que Rabl. Rab5, Rab4 et Rabl1l sont localisées au niveau des endosomes précoces. Les
expériences d’immunomarquage montrent que Rab4, Rab5 et Rab11 sont situés au niveau de
la membrane endosomale et forment 3 compartiments: un qui contient exclusivement Rab5,
un 2°™ qui contient Rab4 et Rab5 et un 3°™ qui contient Rab4 et Rabl11. Le compartiment
contenant rab5 et rab4 correspond au compartiment endosomes précoces/endosomes de tri et
le compartiment contenant Rab4 et Rabll correspond aux endosomes de recyclage
périnucléaires. La transferrine internalisée se trouve au début au niveau des domaines Rab5,
puis dans des structures contenant Rab4 et Rabll. Rab4 et Rabll peuvent réguler la
machinerie de recyclage et de tri de la transferrine (Zerial and McBride, 2001). Rab11 régule
le recyclage au niveau des endosomes de recyclage alors que Rab4 régule le recyclage
directement a partir des endosomes précoces. Rab6 est localisée au niveau de 1’appareil de
Golgi et est impliquée dans le transport intra-golgien. Rab7 et Rab9 sont localisées au niveau
des endosomes tardifs. Rab9 assure le recyclage des récepteurs du mannose-6-phosphate des
endosomes tardifs au réseau trans-golgien. Rab9 a un réle dans le bourgeonnement a partir
des endosomes des vésicules qui seront dirigées vers le trans golgi (Riederer et al., 1994).
Rab7 est associée aux endosomes tardifs (Chavrier et al., 1990), principalement aux
lysosomes, qui s’aggrégent et fusionnent aux lysosomes dans la région périnucléaire. Rab7 est
essentielle pour 1’aggrégation et la fusion des endosomes tardifs avec les lysosomes et donc
pour le maintien de la fonction lysosomale. En absence de Rab7 fonctionnelle, les lysosomes
seront dispersés au niveau du cytoplasme alors qu’une surexpression de la forme active Rab7
entraine un élargissement des structures lysososmales. L’expression de dominants négatifs de
Rab7 perturbent 1’acidification des lysosomes, normalement impliqués dans la dégradation

intracellulaire grace a leurs hydrolases acides (Bucci et al., 2000; Vitelli et al., 1997).
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Figure 8: Localisation des différentes Rab GTPases au niveau de la voie de I’endocytose

Rab1 et Rab2 sont localisées a I’interface réticulum endoplasmique (RE) et Golgi. Rab1 assure le trafic du RE vers le
Golgi alors que Rab2 assure le transport rétrograde du Golgi au RE. Rab3 est située au niveau des vésicules
synaptiques et régule la libération du neurotransmetteur. Rab4 et Rab5 sont localisées au niveau des endosomes
précoces (EE) contenant le matériel internalisé. Rab4 est impliquée dans le recyclage direct a partir des endosomes
précoces vers la membrane. Rab5 assure la formation des vésicules et leur fusion aux endosomes précoces. Rab11 est
localisée au niveau des endosomes de tri et assure le recyclage. Rab6 est localisée au niveau de 1’appareil de Golgi et
est impliquée dans le transport intra-golgien. Rab8 est localisée au niveau du réseau trans golgien et de la membrane
plasmique pour assurer le transport entre ces deux compartiments. Rab7 et Rab9 sont localisées au niveau des
endosomes tardifs.

EE: endosomes précoces; LE: endosomes tardifs; ER: réticulum endoplasmique; TGN: réseau trans-golgien

(D’apreés Stenmark H, Olkkonen VM.Genome Biology 2001, 2(5):reviews3007.1-3007.7)



6. Réle des Rab GTPases dans le systeme nerveux

Actuellement, le role de certaines RabGTPases dans les neurones et les cellules gliales
est bien établi en particulier celui de Rab7. (Ng and Tang, 2008). La fonction connue des Rab
GTPases dans les neurones et les cellules gliales ainsi que leur localisation est resumée dans
le tableau 5.

7. Rab GTPases et maladies

Des expressions aberrantes de Rab GTPases peuvent favoriser la tumorigenése ou étre
liées a des maladies héréditaires. D’une maniére intéressante, des mutations de Rab7 ont été
reportées dans la neuropathie Charcot-Marie-Tooth de type Il ulcéro-mutilante (Houlden et
al., 2004; Meggouh et al., 2006; Verhoeven et al., 2003). Cette forme de neuropathie est
caractérisée par une perte sensitive, une faiblesse musculaire des jambes marquée et une
fréquence ¢élevée d’ulceres au niveau des pieds, des infections et des amputations des orteils.
Des mutations de Rab27a sont liées au syndrome de Griscelli de type 2 associé a des defauts
immunitaires et qui cause un albinisme partiel. Rab27a régule le mouvement des
mélanosomes de la périphérie cellulaire des mélanocytes et 1’absence de Rab27a entraine un
défaut de pigmentation d0 a une accumulation aberrante des mélanosomes dans les
mélanocytes suite a un défaut dans leur transport (Hume et al., 2001; Menasche et al., 2000).
Le syndrome de Griscelli de type 1 associé avec des symptdmes neurologiques est di a des
mutations dans le géne codant pour la myosineVa qui est un effecteur de Rab27a. Des
mutations de REP1 sont liées a la choroidérémie, liée a 1’X, qui implique une dégénérescence
de I’épithélium pigmentaire de la rétine et les couches cellulaires de la choroide et des
photorécepteurs rétiniens entrainant une cécité. La 2°™ isoforme REP2 est suffisante pour la
géranylgéranylation de toutes les Rab GTPases dans tous les tissus a I’exception de

I’épithélium rétinien alors que REP1 est essentielle pour la géranylgéranylation de Rab27a

dans ce tissu (Seabra et al., 2002).
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Tableau 5: Résumé dela fonction connue des Rab GTPases dansles neurones et les cellules gliales ainsi que leur
localisation (d'aprés Ee Ling Ng, Bor Luen Tang ; B rain R esearch R eviews58(2008)236-246)

association ala membrane

Fonction impliquée dans les neur ones/

Rab . . .
cellulaire/subcellulaire cellulesgliales
Rab? interface réticulum endoplasmique— adhésion des cellules neuronales et
Golgi croissance des neuritesin vitro
L. . exocytose des vésicules synaptiques,
I t ' b
Rab3 (A-D) Ves CT:;:yzip |rc!u&sn n:ien;erane exocytose dans les astrocytes et les
P que presynaphig oligodendrocytes
régulation de lataille des vésicules
Rab5 endosomes précoces synaptiques ;_endocytose des récepteurs
AMPA; tri endosomal et transport
axonal rétrograde
. . transport de la rhodopsine dans les
Rab6 Golgi/ trans-Golgi i , P Y
photorécepteurs rétiniens
. Tri des endosomes
Rab7 endosomes tardifs I ,
et transport axonal rétrograde
transport dendritique polarisé;
Rab8 Golgi, vésicules et plis transport de larhodopsine dans les
de la membrane plasmique photorécepteurs rétiniens,
trafic des récepteurs AMPA
régulation de la sécrétion; transport de lal
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IV. Strategie utilisee

A. Clonage Positionel et cartographie par homozygotie

Dans le cas de maladies récessives dans des familles consanguines, nous utilisons
I’approche de clonage positionnel et plus particulierement la cartographie par homozygotie
pour la recherche du géne en cause. En I’absence de données fonctionnelles permettant de
cibler un mécanisme particulier, la recherche du géne morbide d’une maladie peut se réaliser
de maniere indirecte, par clonage positionnel. Le clonage positionnel permet d’isoler un géne
a partir de sa localisation subchromosomique sans connaitre la protéine pour laquelle il code.
Le clonage positionnel s’oppose a 1’approche moléculaire préalable qui permet d’identifier le
gene a partir du défaut biochimique ou a I’approche de géne candidat qui se base sur
I’observation d’un phénotype similaire entre deux espéces ou sur une famille génes connus a
laguelle le gene appartient (Collins, 1992).

Les études de liaison génétique (cartographie par homozygotie) permettent de lier le
géne morbide a une région génomique donnée en montrant la ségrégation de la maladie avec
certains alléles des marqueurs de cette région. La cartographie par homozygotie est basée sur
I’hypotheése qu’un enfant, issu d’un mariage consanguin et atteint d’une maladie génétique
récessive, est homozygote par descendance et regoit les deux alléles portant la mutation d’un
ancétre commun. Cette mutation pathogene est comprise dans une région d’une dizaine de cM
limitée par les recombinaisons produites au cours de la transmission (Figure 9). L’enfant
atteint recoit non seulement la mutation mais aussi des marqueurs polymorphes proches du
locus morbide. Les mémes alleles de ces marqueurs seront partageés par les individus atteints
et non par les individus sains. Ceci s’explique par une localisation du géne muté a proximité
de ces marqueurs, avec une transmission d’une large région autour de la mutation sur
quelques méioses.

Le génotypage de ces marqueurs polymorphes sert a localiser un géne par analyse de
liaison génétique. L’analyse de ces marqueurs sur 1’ensemble du génome doit étre réalisée
dans de grandes familles avec plusieurs enfants atteints, afin d’identifier la ou les régions
d’homozygotie communes a tous les enfants atteints. Ces marqueurs doivent étre

suffisamment nombreux, informatifs et espacés pour permettre une bonne couverture du
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Figure 9: Principe de la cartographie par homozygotie

Un patient atteint d’une maladie génétique rare et issu de parents consanguins a probablement hérité sur ses deux
chromosomes une mutation (étoile jaune) présente a 1’état hétérozygote chez un ancétre commun de ses parents
(arriere grand-pére sur ce schéma). Les marqueurs polymorphiques localisés dans la région chromosomique
autour du géne sont représentés par des ronds de couleurs différentes en fonction des alleles. Du fait des
différents évenements de recombinaisons méiotiques (représentées par des croix), les alléles des marqueurs
éloignés du gene changent et peuvent donc devenir hétérozygotes chez le patient alors que les marqueurs proches
du géne muté sont transmis en bloc a partir de ’arriére grand-pére et sont donc a 1’état homozygote chez le
patient. lls définissent une région d’homozygotie par descendance (en bleu).



génome. Une fois la région candidate minimale déterminée, les génes localisés dans la région

sont séquencés a la recherche des mutations.

A.1. Mesure statistique de la liaison: le LOD score

Les distances genétiques sont le reflet de la fréquence de recombinaison. Plus deux
loci (de genes ou de marqueurs) sont proches, moins ils ont de chance d’étre separés par une
recombinaison et plus la distance génétique entre eux sera petite. Lorsque deux marqueurs
sont suffisamment proches pour n’étre séparés qu’une fois sur 100 gametes, la distance
génétique qui les sépare est définie comme 1 centimorgan (1cM). 1l s’agit donc d’une mesure
équivalente a 1% de recombinaison. Si deux marqueurs ne sont pas liés (par exemple s’ils
sont situés sur deux chromosomes différents), ils seront séparés (en moyenne) une fois sur
deux. En conclusion, plus la distance (en cM) entre deux marqueurs est grande, plus la
fréquence de recombinaison est élevée avec une valeur maximale de 50% (0,5). Dans le cas
de liaison génétique, on peut estimer I'importance de la liaison par le taux de recombinaison 6,
défini comme le rapport: nombre de gametes recombinants/nombre de gameétes parentaux.

Le LOD (Logarithm of the Odds) score est la mesure de la probabilité de liaison. C’est le
logarithme du rapport de la probabilité d’observer une co-ségrégation si les loci sont liés
(pour une fraction de recombinaison 8) sur la probabilité de 1’observer en absence de liaison
(c’est-a-dire pour une fraction de recombinaison 6 égale a 0,5). Le seuil conventionnel de
signification p=0,05 nécessite une probabilité de 1000 chances pour 1 en faveur de la liaison
pour pouvoir affirmer celle-ci. Ainsi, un LOD score «Z» de 3 est la valeur minimale
généralement admise en faveur de la liaison, avec un risque d’erreur de 5 %. Si Z < - 2 (100
chances pour 1 contre la liaison génétique) on rejette la liaison, si -2< Z<3 on n'a pas assez
d'informations pour conclure. Une liaison peut étre détectée, en principe par 1’étude de

seulement quatre enfants d’un couple de cousins germains générant un LOD score de 3.

A.2. Analyse de marqueurs polymorphes du génome

Afin d’identifier les régions d’homozygotie dans les familles étudiées, nous avons
procédé a une étude «pangénome » par génotypage de marqueurs SNP chez les atteints nés de
parents consanguins. Notre stratégie consiste en 1’analyse de tout le génome des atteints d’une

méme famille afin d’identifier la ou les régions d’homozygotie communes aux atteints. Dans
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un deuxiéme temps, les fréres et soeurs sains et les parents sont analysés a I’aide de
marqueurs microsatellites au niveau des régions candidates pour tester la ségrégation des

haplotypes par rapport aux patients.

A.2.1. Les SNPs (Single Nucleotide Polymorphism)

Les SNP sont des modifications d’une paire de base le plus souvent caractérisées par
deux alleles au sein de la population. Comparés aux autres marqueurs, les SNP présentent
I'avantage d'une répartition tres dense dans tout le génome. Le taux d’hétérozygotie de chaque
SNP est faible. Cependant les technologies d’hybridation sur puce permettent de génotyper de
tres nombreux SNP chez un méme individu et donc d’augmenter 1’informativité et de réduire
les régions chromosomiques non explorées.

Le protocole expérimental suit les mémes étapes pour les 4 catégories de puces (10K, 50K,
250K, 900K). Les puces de génotypage sont basees sur un principe d’hybridation alléle
spécifique. Pour chaque SNP biallélique, des sondes oligonucléotidiques de 25 pb spécifiques
de chacun des 2 all¢les, sont fixées sur la puce. L’ADN génomique est digéré est ensuite ligué
a un adaptateur qui reconnait les bouts cohésifs de 4 paires de bases générés par I’enzyme
spécifique (Figure 10). Tous les fragments générés par la digestion enzymatique, peu importe
leur taille, sont soumis a une ligation. Une amorce générique qui reconnait les séquences
adaptatrices est utilisée pour amplifier I’ADN précédemment digéré et ligué. Les conditions
PCR sont optimisées de maniere a amplifier des fragments, dont la taille varie entre 200 et
1100 pb, et dans lesquels ont été choisis les SNP présents sur la puce. Les produits
d’amplification correspondant a chaque enzyme sont mélangés et purifiés. Aprés une
fragmentation et un marquage a 1’aide d’un anticorps anti-streptavidine biotinylée, I’ADN
amplifié est hybridé sur la puce. Les étapes de lavage sur la station fluidique et d’hybridation
de la puce étaient assurees par la plateforme des puces de notre institut. La détermination du
génotype est réalisée a partir de I’intensité d’hybridation au niveau de chaque oligonucléotide
spécifique d’un alléle. Chez un individu homozygote pour I’allele A, seules les sondes
spécifiques de cet alléle seront hybridées, et inversement chez un homozygote pour ’alléle B,
alors qu’une hybridation sera retrouvée sur les deux types de sondes chez un individu
hétérozygote AB. Le génotype de chaque SNP est déterminé par le logiciel fourni par
Affymetrix (GeneChip DNA Analysis Software, GDAS, ou plus récemment le GeneChip

Genotyping Analysis Software, GTYPE). Les génotypes peuvent étre organisés en fonction de
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Figure 10: Etapes expérimentales de I’étude pangénome par puces de génotypage Affymetrix

L’ADN génomique est digéré avec une enzyme de restriction (Xbal dans le cas des puces 10K); un adaptateur est
ligué aux fragments; une PCR avec une amorce complémentaire de 1’adaptateur amplifie préférentiellement les
fragments Xbal d’environ 250 & 1000 pb qui ont été ciblés par la companie Affymetrix pour contenir les SNPs
analysés; I’ADN amplifié est fragmenté; puis marqué et hybridé sur la puce.

(D’apres GeneChip® Mapping 10K 2.0 Assay Manual, Affymetrix)



la localisation chromosomique de chaque SNP et les haplotypes de plusieurs individus
peuvent donc étre comparés. Afin de pouvoir visualiser et comparer facilement les régions
d’homozygotie entre différentes familles, Frédéric Plewniak a développé au sein de I’institut
un logiciel appelé homoSNP. Ce logiciel correspond a une interface graphique permettant de
visualiser les régions pour lesquelles un nombre défini de SNP consécutifs sont homozygotes.
Les régions homozygotes sont représentées en mauve, bleu clair et bleu selon le nombre de
SNPs consécutifs homozygotes. Pour une puce 10K, ces couleurs correspondent
respectivement a un nombre de SNPs de [15,20[, [20,25[, [25,...[, et pour une puce 50k a
[20,25], [25,30[, [30,...[. Ce logiciel permet aussi de localiser les genes déja connus pour une
maladie afin de vérifier si des régions homozygotes identifiées ne chevauchent pas avec des
genes ou des loci d’ataxie autosomique récessive connus.

Une version plus récente des puces de génotypage (900K) comporte 906,000 SNP et
946,000 sondes pour la détection des variations du nombre de copies (CNV). Les 906,000
SNP ont été testés sur 500 échantillons d’ADN dont 270 sont des échantillons HapMap.
Approximativement, 482,000 SNP ont été séléctionnés a partir des puces des générations
précédentes 5.0 et 500K. Les 424,000 restants sont des TagSNP, des SNP des chromosomes
Xet Y et des SNP mitochondriaux. La distance moyenne entre les marqueurs (1,852 million
de marqueurs et les CNV) est moins de 700 pb. Chaque SNP est représenté par seulement 3 a
4 sondes avec appariement parfait «Perfect Match». La puce (900K) offre une des meilleures
couvertures en CNV. En effet, elle couvre jusqu’a 90,5% des 3400 variations connues du
nombre de copies. Un SNP est analysé en moyenne tous les 3,23 Kb et une sonde CNV en
moyenne tous les 3,16 Kb. Au total I’information en SNP et CNV est analysée tous les 1,6Kb
en moyenne.

En fonction du degré de consanguinité des parents, le nombre de régions homozygotes
observées chez les individus atteints sera plus ou moins important. Les descendants de
cousins germains ont un coefficient de consanguinite de 1/16; les descendants de cousins au
second degré ont un coefficient de consanguinité de 1/64 (1/64eéme de leur génome est
identique par descendance et donc homozygote) et les descendants de doubles cousins
germains ou de demi-frere et demi-soeur de 1/8. Certaines régions sont homozygotes a cause
du manque d’informativit¢é des SNP. Ces régions faussement homozygotes peuvent étre
exclues grace a I’analyse d’autres marqueurs polymorphes: les microsatellites. L’analyse des
microsatellites chez tous les atteints, les parents et la fratrie saine d’une méme famille peut
aider a réduire la ou les zones d’homozygotic retenues grace a I’informativité de ces

marqueurs.
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A.2.2. Analyse de Marqueurs Microsatellites

Les marqueurs microsatellites sont des séquences répétées d'/ADN composees de
répetitions de 2 a 6 nucléotides. Les répétitions (CA), représentent les marqueurs les plus
fréquents dans le génome humain. Ces séquences microsatellites sont présentes sur I'ensemble
du génome, le plus fréquemment au niveau des introns des génes mais également au niveau
d'exons. Par un mécanisme de dérapage de la polymérase lors de la réplication, ces séquences
ont une tendance relativement fréquente & muter (10° & 10). La longueur de ces séquences,
c'est-a-dire le nombre de répétitions, est donc variable d'un individu a un autre et d'un alléle a
I'autre chez un méme individu définissant le caractére polymorphe de ce type de marqueur. La
transmission génétique de ces séquences est mendélienne et 1’étude de la ségrégation des
alleles dans une famille est possible grace a une amplification de la séquence répétée par PCR
avec des amorces spécifiques I’encadrant. Chaque alléle est défini ainsi par la taille du
fragment amplifié illustrant le nombre de répétitions. La cartographie de ces marqueurs a
permis de développer progressivement une carte génétique comprenant 5264 microsatellites
couvrant le géenome entier (Dib et al., 1996). Celle-ci a été établie grace a 1’é¢tude par le
Généthon de huit grandes familles d’origine caucasienne (familles du CEPH, Centre d’Etude
des Polymorphismes Humains). Cependant, I’intervalle moyen entre deux marqueurs est de
1,6 cM permettant de couvrir I’ensemble du génome humain.

L'ordre des marqueurs microsatellites et les distances physiques ont été obtenus sur les bases
de données UCSC (http://genome.ucsc.edu/) pour les cartes physiques. Il existe deux types
principaux de cartes moléculaires :

- les cartes de liaison génétiques obtenues a partir de la fréquence de recombinaison entre les
loci, les distances y sont exprimées en centimorgan (cM)

- les cartes physiques: les distances y sont exprimées en paires de bases (pb), en Kb ou en
Mb.

A.3. Recherche de genes candidats

Une fois la liaison a un locus établie, la recherche de mutations dans les génes présents
dans l’intervalle permettra de déterminer la mutation responsable de la maladie. De plus,
I'identification de plusieurs familles avec un phénotype semblable et liées au méme locus

permet de raffiner la localisation du geéne responsable et d’entamer la recherche de mutations
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dans les genes candidats. L’identification des mutations d’un géne est essentielle pour
comprendre la fonction du géne et par la suite la physiopathologie de la maladie.

La recherche de mutation a été faite par PCR et séquencage direct des exons et des
séquences introniques flanquantes. Le produit PCR est purifié en utilisant le Montage PCR96
Cleanup Plates (Millipore, Bedford, MA). La PCR séquence est faite a I’aide du kit BigDye
terminator kit (Applied Biosystems). Le produit de séquence est migré sur 1’analyseur
génétique ABI PRISM 3100. Les séquences sont analysées a 1’aide du logiciel Seqscape 2.5
software (Applied Biosystems).
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Matériels et Méthodes
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V. Matériels et Méthodes

A. Production d’anticorps

Pour I’é¢tude de la fonction de la rundataxine, nous avons produit deux anticorps
polyclonaux dirigés contre la rundataxine humaine chez le lapin. Les antigenes utilisés étaient
des peptides synthétiques allant de 15 a 21 acides aminés et choisis dans les régions N et C-
terminales de la protéine. Les séquences des peptides choisis sont tres proches de celles des
peptides correspondant chez la souris afin que les anticorps générés puissent reconnaitre la
protéine murine.

Les séquences des peptides choisis sont les suivantes:

Peptide N-terminal: PEESRREHWQLLGNLKTTVE-cystéine (100% homologue avec souris)
Peptide C-terminal: ARQSLESYLSDYE-cystéine (seule 1’arginine (R) est changée en lysine
(K) chez la souris)

Les peptides ont été synthétisés et purifiés par le service de «synthese de peptides» de
I’IGBMC (Pascal Eberling). Les peptides synthétiques étant trop petits pour avoir des
propriétés antigéniques, ils ont été couplés a I’ovalbumine. La réaction de couplage requiert la
présence d’une cystéine a 1’'une des extrémités des peptides synthétiques. Les peptides
lyophilisés sont hydratés dans de I’eau déminéralisée et du PBS 10X stérile pour avoir une
concentration finale de 10mg/ml. Deux mg d’ovalbumine (imject Maleimide activated
ovalbumin de Pierce) sont également hydratés dans 200 pl d’eau pour avoir une concentration
finale de 10 ng/ul. 300 pl de peptide sont ensuite mélangés avec 200 ul d’ovalbumine. Le
mélange est agité pendant 2 heures a température ambiante. Le mélange peptide-ovalbumine
est transféré en doigt de dialyse pour toute la nuit sous agitation a 4°C dans un litre de PBS
1X. Une nouvelle dialyse est réalisée le lendemain dans un litre de PBS 1X stérile. Le
couplage peptide-ovalbumine sera Vérifié sur gel acrylamide 8% et analysé avec du bleu de

coomassie. Un dosage bradford est réalisé pour déterminer la concentration.

Pour la production d’anticorps polyclonaux, 500 pg de peptide couplé a une
concentration d’un mg/ml sont injectés aux lapins. Pour chaque peptide, deux lapins ont été
injectés. L’injection et le suivi des lapins ont été effectués par Gilles Duval du service des

«anticorps polyclonaux» de ’IGBMC. Les sérums de lapin sont ensuite récupéres et testés par
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western-blot pour leur capacité a reconnaitre la rundataxine humaine surexprimée dans des
cellules COS et Hela. Les profils obtenus ont été comparés avec ceux obtenus avec les sérums
pré-immuns du méme lapin récupéré avant qu’il ne soit injecté. Les sérums 2847 et 2849
permettant de détecter la protéine a la taille attendue et absente dans le serum pré-immun ont
été ensuite purifiés par affinité avec le peptide synthétique correspondant, immobilisé sur une
colonne contenant un gel «Sulfolink» (Pierce). Le gel «Sulfolink» fixe les molécules
possédant un groupe sulfohydryle libre. Ainsi, les cystéines localisées a 1’une des extrémités
des peptides synthétiques servent a deux fonctions distinctes: le couplage du peptide a
I’ovalbumine et I’immobilisation sur les colonnes pour permettre la purification par immuno-

affinité des anticorps.

B. Clonage du cDNA humain KIAA0226

Le vecteur PFK1 contient le cDNA KIAA0226 humain qui manque 1’exon 1 et une
partie de I’exon 2. Un fragment choisi entre les exons 1 et 5 (enzymes de restriction choisies
sont Spel et Clal) a été amplifié a partir d’'un cDNA extrait de fibroblastes humains en
utilisant les primers suivantes: Oligo Spel-Exonl-KIAA0226:
ATAATACTAGT(gccccggatgecggecggaggg et Oligo Clal-Exon5 KIAA0226:
ggacgcatcgatctgagccagg. Le fragment amplifié a été ensuite inséré dans le plasmide pF1K
apres une digestion avec les enzymes Spel et Clal a la fois pour le plasmide et ce fragment
amplifié. La séquence a été veérifiée par sequencage. Le clonage du cDNA complet dans le
vecteur d’expression PXJ41 a nécessité le changement de I’ordre des sites de restriction au
niveau du vecteur. Pour cela, des oligos ont été construits (les sites Spel et EcoRI sont en

gras):
Oligol:AATTGACTAGTTTCGAAGGTAGAATTCA
Oligo2:AGCTTGAATTCTACCTTCGAAACTAGTC

Les 2 oligos ont été phosphorylés par kination puis hybridés I'un a I’autre. Les oligos sont
ensuite ligués avec le vecteur PXJ41 apres une digestion du vecteur avec les enzymes EcoRI
et Hindlll. Ceci a permis de créer le site Spel et de déplacer le site EcORI au niveau du
vecteur PXJ41. Le cDNA KIAAQ0226 entier a ensuite été inséré dans le vecteur PXJ41 apres
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A. Amplification cDNA par PCR

Oligo Spel-Exon1; Oligo Clal-Exon5 PXJ41 + adaptateur

A’. Digestion Spel-Clal

Digestion Spel-Clal Spel EcoRI
Ligation E 1 AATTGACTAGTTTCGAAGGTAGAATTCA
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Figure 11: Clonage du cDNA de la rundataxine compléte dans le vecteur d’expression PXJ41

A. Amplification par PCR du fragment exonl-exon5 a partir du cDNA hKIAA0226 suivie d’une digestion Spel-Clal. Le
site Spel a été construit dans I’amorce PCR.

A’. Digestion Spel-Clal du plasmide contenant les exons 5 a 21 pour insérer le fragment amplifié par PCR.

B. Une fois le produit contenant les exons 1 & 5 inséré, le plasmide a été digéré avec Spel et EcoRI pour avoir la totalité
du cDNA de 3kb . Jai fait la méme digestion pour le vecteur d’expression PXJ41 dont les sites de restriction ont été
modifiés grace a un adaptateur formé a partir d’oligonucléotides hybridés et phosphorylés.

C. Le cDNA et le vecteur ont été ligués a 16° pendant la nuit et le produit a été transformé dans des bactéries
compétentes (clonage).



une digestion avec les enzymes Spel et EcoRI (Figure 11). La construction finale a été

vérifiée par séquencage.

La méme construction PXJ41-hKIAA0226 a éte utilisée pour réaliser le clonage de la
mutation identifiée. Un fragment de cDNA a été amplifié & partir des fibroblastes du patient
avec 2 amorces: une amorce située avant le site de restriction Tth111l et une amorce anti-sens

contenant un site artificiel Xhol (Xhol est en gras).
Amorcel: GCCGACTGGCCAAGGAGCTTCTGGA
Amorce 2: GTCACCACAGACTCGAGACCCATCAACCTG

Aprés une digestion avec les enzymes Xhol et Tth111l, le fragment contenant la mutation
(2927delC) a eté inséré dans le cDNA KIAA0226 entier (Figure 12).

C. Culture de fibroblastes

Une biopsie de peau d’un patient de la famille AR a été mise en culture a 37°C en
présence de 5% CO; afin d’obtenir des cultures primaires. Le milieu contient du DMEM
contenant 1g/l de glucose supplémenté avec 10% du sérum de veau feetal et 40 mg/l de
gentamycine. Pour ’extraction d’ARN, les cellules sont récupérées dans du trizol et dans du

tampon TGEK pour une extraction des protéines, apres trypsinisation ou grattage des boites.

D.Transfection des cellules Cos et Hela

Les cellules poussées sur des boites de culture (10cm de diamétre) ont été transfectées
avec la lipofectamine 2000 (Invitrogen Manufacturer’s). Pour chaque boite, 1,6 ml de milieu
DMEM contenant 20 pul d’ADN est mélangé avec 1,6 ml de milieu contenant 60 pl de
lipofectamine. Aprés une incubation de 30 minutes et ajout de 6,4 ml de milieu au mélange
précédent (milieu+ ADN+ lipofectamine), les cellules sont couvertes avec ce mélange. Dans
le cas de cellules transfectées, les protéines seront extraites aprés 24 heures de culture a 37°C.
Pour les etudes de comarquage entre GFP Rab7 ou GFP Rabb et la rundataxine, les cellules
ont été co-transfectées avec les 2 constructions; celles des Rab et PXJ41-hKIAA0226 en

suivant le méme protocole.
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B. Digestion Tth111l-Xhol
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Figure 12: Clonage de la mutation 2927delC dans le vecteur d’expression PXJ41

A.Amplification par PCR du cDNA extrait a partir des fibroblastes du patient avec la mutation (2927delC) suivie d’une
digestion Tth111 et Xhol; PCR réalisée avec les primers:Exon18-Tth111l et 3’UTR-Xhol. Le site Xhol a été construit
dans I’amorce 3’UTR-Xhol & une position directement en aval du codon stop alternatif (le codon stop lié & la nouvelle
phase de lecture). B. Digestion du vecteur PXJ41-rundataxine par les enzymes Tth111l présente dans le cDNA et Xhol.
C. Ligation



E. Expression protéique par Western-blot

Les cellules sont lysées et les protéines sont solubilisées dans un tampon dénaturant
contenant du SDS (Tampon Laemmli: Tris base, glycine et SDS). Les extraits protéiques sont
portés a ébullition dans du tampon de charge (Tris 1M PH 6,8; 8% SDS; 1ml glycérol; Beta-
mercaptoéthanol; 0.004% bromophénol bleu).

Les protéines sont séparées selon leur masse moléculaire sur gel de polyacrylamide-
SDS 8% ou 10%. Afin de rendre les protéines accessibles a la détection par 1’anticorps, elles
sont transférées sur une membrane de nitrocellulose. Apres transfert, la membrane de
nitrocellulose est bloquée dans une solution TBS1X (0,1%Tween-20) avec 5% de lait pendant
1h a température ambiante, avant d’étre incubée toute la nuit avec 1’anticorps primaire dirigé
contre la rundataxine dilué dans une solution contenant 5% de lait dans du TBS1X+ 0,1%
Tween-20. Les anticorps contre la rundataxine sont dilués a 1:10000. La membrane est
ensuite lavée 5 fois pendant 10 min dans du TBS1X+0,1% Tween-20 puis incubée avec
I’anticorps secondaire de chévre dirigé contre des IgG de lapin (GAR :Goat anti-lgG rabbit)
dilué a 1/10000 dans 5% de lait dans du TBS 1X +0,1% Tween-20. 5 lavages sont aussi
réalisés pour la membrane. La membrane est incubée avec les anticorps secondaires anti-1gG
de lapin couplés a la peroxydase de Raifort (horseradish peroxidase) pendant 2 heures a
température ambiante. La peroxydase HRP catalyse la conversion d’un substrat
chemiluminescent tres sensible (SuperSignal West Pico Chemiluminescent substrate; Pierce)
en molécules chemiluminescentes, produisant ainsi de la lumiére. La détection est réalisée en

utilisant des films autoradiographiques.

F. Immunocytochimie

Les cellules COS et Hela sont incubées a 37°C dans 2 ml de milieu de culture sur des
lamelles dans des plaques 6 puits avec du milieu DMEM 1 g/l de glucose sans antibiotiques.
Les cellules sont ensuite transfectées avec la lipofectamine 2000 pendant 24 heures. Les
cellules transfectées sont ensuite lavées avec du PBS1X, fixées avec le paraformaldéhyde
dilué a 4% pendant lheure. Les cellules sont incubées pendant 1 heure a température
ambiante avec les anticorps primaires dirigés contre la rundataxine et EEA1 dans le cas d’un
co-marquage. Les anticorps sont dilués a 1:1000 dans du PBS1X-Triton 0,1%+ 3%FCS. 3
lavages de 10 minutes chacun au PBS 1X+0,1% de Tween 20 sont réalisés. Les cellules sont
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ensuite incubées avec 1’anticorps secondaire GAR (Goat anti-l1gG rabbit) pour la rundataxine
et GAM (Goat anti-lgG mouse) pour EEAL. Les anticorps secondaires GAR et GAM sont
couplés a des fluorochromes Alexa 488(fluorescence verte) et Alexa 594 (fluorescence rouge)
et sont utilisés a une dilution de 1:1000. Les cellules sont lavées 3 fois puis incubées pendant
10 minutes avec du Heechst dilué a 1:200 dans du PBS1X. Les lamelles sont ensuite fixées sur
une lame par une solution Glycergel Mounting Medium. La préparation doit sécher une nuit a
température ambiante dans le noir puis peut étre stockée a 4°C. Les cellules sont observées au

microscope a fluorescence.
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Reésultats
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Au cours de mon stage de Master 2 et au début de ma theése, le génotypage par puces
SNP Affymetrix GeneChip Human Mapping 10K ou 50K était devenu disponible. L’étude
pangénome a l’aide des puces Affymetrix a constitué¢ une avancée majeure par rapport a
I’analyse du tour du génome par le génotypage de 400 marqueurs microsatellites a la fois par
la rapidité et par la densité de 1’analyse. J’ai contribué alors a I’analyse de 1’ensemble des
familles consanguines (97 familles) adressées & notre laboratoire par les cliniciens
collabarateurs; 92 familles analysées sont consanguines au premier degré et 5 autres familles
ont une consanguinité ancienne ou suspectée. Nous avons commencé a analyser les grandes
familles avec 4 enfants atteints puis celles qui possédent 3 ou 2 enfants atteints. Les cas isolés
¢taient analysés en dernier. Le diagnostic d’ataxie de Friedreich et d’ataxie avec déficit en
vitamine E a été exclu chez I’ensemble de ces familles par recherche de 1’expansion GAA au
niveau du premier intron du géne FRDA et par recherche de la mutation fondatrice (744delA)
au niveau de 1’exon 5 du geéne a-TTP pour les patients d’ Afrique du Nord ou par dosage de la

vitamine E pour les autres patients.

Cette analyse nous a permis de confirmer 1’utilité¢ des puces Affymetrix dans notre
stratégie de cartographie par homozygotie grace a I’identification de la mutation causale dans
un geéne connu d’ataxie chez 10 familles (mutations dans la sacsine, I’aprataxine, ATM et la
senataxine) (Manuscrit 1). Pour les 87 familles restantes pour lesquelles le diagnostic
moléculaire n’a pas pu étre établi, la suite de ’analyse de ces familles a consisté a confirmer,
exclure ou réduire, par I’étude de marqueurs microsatellites sur les autres membres
disponibles de la famille, les régions homozygotes identifiées par HomoSNP et ne contenant
pas un géne connu d’ataxie. Une fois la région liée a la maladie confirmeée, le séquencage
direct de genes candidats positionnels permettrait d’identifier la (les) mutations dans le géne

responsable de ces nouvelles formes rares d’ataxies.
Parmi ces 87 familles, notre intérét s’est porté sur:
I. une large famille consanguine avec 4 atteints (Manuscrit 2)

II. 5 familles algériennes homozygotes au niveau d’un locus connu sur le chromosome 20
appelé SCAR6, mais qui s’est avéré également correspondre a un nouveau locus appelé

PHARC (Polyneuropathie, hypoacousie, ataxie, rétinite pigmentaire, cataracte) (Manuscrit 3)
I11. une famille serbe avec 3 atteints (Manuscrit 4)

IV. une famille d’ Arabie Saoudite avec 3 atteints (Manuscrit 5)
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Chapitre 1 Resultats

Manuscript 1. Molecular diagnosis of
known recessive ataxias by homozygosity
mapping with SNP arrays
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Manuscript 1: Molecular diagnosis of known recessive ataxias by
homozygosity mapping with SNP arrays

Dans cette partie, nous avons démontré 1’utilité¢ du génotypage par puces Affymetrix
dans notre stratégie de cartographie par homozygotie. Cette étude a été largement facilitée par
I’utilisation du logiciel HomoSNP développé dans notre institut par Frédéric Plewniak. Ce
logiciel permet de visualiser les régions de plus de 15 SNP homozygotes successifs sur une
puce 10K et de plus de 20 SNP successifs sur une puce 50K. Cependant, ce seuil de détection
génére un trés grand nombre de petites régions probablement homozygotes par hasard ce qui
nous a amenés a fixer un nouveau seuil pour ne retenir que les régions homozygotes partagées
supérieures a 20 SNP consecutifs sur les puces 10K et 35 SNP consecutifs pour les puces
50K. Nous avons pu identifier 11 familles dont la région homozygote partagée par les atteints
chevauchait avec un locus contenant 1’un des 4 génes d’ataxies choisis dans cette étude. Le
séquencage direct du geéne correspondant chez ces familles a abouti a I’identification de la
mutation chez 10 familles parmi les 11 (Tableau 1, Manuscrit 1). Les caractéristiques

cliniques des patients sont indiquées dans le tableau 2 du manuscrit.

Des mutations dans le gene sacsine ont été trouvees chez les 6 familles homozygotes
pour le locus ARSACS, dans le géne aprataxine chez les 2 familles liées au locus AOAL,
dans le gene senataxine chez la famille liée au locus AOA2 et dans le géne ATM chez I’'une
des 2 familles liées au locus AT. Ce décompte ne préjuge en rien de la fréquence de ces
formes d’ataxies puisque d’autres familles de la série ont été diagnostiquées AOA1, AOA2 ou

AT sur la base des données clinigues et biochimiques.

Cependant, 1’analyse des familles 1 et 10 a montré les limites de I’approche par
cartographie par homozygotie. En effet, aucune mutation dans le géne ATM n’a été trouvée
chez les 4 atteints de la famille 10 liée au locus AT suggérant la présence d’un nouveau locus
d’ataxie au niveau du chromosome 11q21-23 (Figure 1; Manuscrit 1). D’autre part, la famille
1 est composée d’un oncle et d’une tante paternels et de leurs neveux tous issus de mariages
consanguins (Figure 2; Manuscrit 1). Dans cette famille, le géne de la sacsine a été retrouvé
dans une région homozygote commune a 1’oncle P2 et a la tante P1 au-dessus du seuil de 20
SNP successifs homozygotes. Chez le neveu P3, cette méme région était homozygote pour 24
SNP consécutifs alors qu’elle n’était que de 10 SNP homozygotes chez le neveu P4 et donc
non détectée par le programme HomoSNP (Figure 2; Manuscrit 1). Six autres régions

homozygotes sont partagées par P1 et P2 alors que P3 et P4 partagent 4 autres régions
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homozygotes différentes des régions partagées par P1 et P2. Devant I’absence de région
homozygote partagée par les 4 patients, le gene sacsine a été sequencé en priorité et une
délétion de 4pb entrainant un décalage du cadre de lecture chez les 4 atteints a été trouvée
indiquant qu’une recombinaison chez le neveu P4 avait fortement réduit 1’intervalle de liaison
a 10 SNPs consécutifs. Si le patient P4 avait été analysé seul par homozygotie, le géne de la

sacsine n’aurait pas été trouvé.

Pour évaluer D’efficacité du seuil de détection des régions homozygotes dans
I’identification des mutations, nous avons analysé le contenu en SNP de toutes les régions
homozygotes identifiées chez les atteints des 11 familles. La médiane du contenu en SNP est
de 45 SNP pour les puces 10K et 68 pour les puces 50K (Figure 3; Manuscrit 1). Les régions
homozygotes qui contiennent les mutations retrouvées chez les 10 familles ont une taille
supérieure a la médiane sauf pour la famille 6 et les neveux de la famille 1 indiquant que ces
mutations causales se trouvent préférentiellement dans les grandes régions d’homozygotie. En
conclusion, les puces Affymetrix constituent un outil important pour 1’analyse pangénome des
familles consanguines. La couverture en SNP peut parfois limiter cette analyse et I’utilisation
des puces «nouvelle génération» avec une haute densité en SNP (250K et 900K) permet de

résoudre cette difficulté.

72



J Neurol
DOI 10.1007/s00415-010-5682-5

ORIGINAL COMMUNICATION

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

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

M. Tazir - M. Koenig

Received: 9 May 2010/Revised: 15 July 2010/ Accepted: 19 July 2010

© Springer-Verlag 2010

Abstract The diagnosis of rare inherited diseases is
becoming more and more complex as an increasing number
of clinical conditions appear to be genetically heteroge-
neous. Multigenic inheritance also applies to the autosomal
recessive progressive cerebellar ataxias (ARCAs), for
which 14 genes have been identified and more are expected
to be discovered. We used homozygosity mapping as a
guide for identification of the defective locus in patients
with ARCA born from consanguineous parents. Patients
from 97 families were analyzed with GeneChip Mapping
10K or 50K SNP Affymetrix microarrays. We identified
six families homozygous for regions containing the auto-
somal recessive spastic ataxia of Charlevoix-Saguenay
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(ARSACS) gene, two families homozygous for the ataxia-
telangiectasia gene (ATM), two families homozygous for
the ataxia with oculomotor apraxia type 1 (AOA1) gene,
and one family homozygous for the AOA type 2 (AOA2)
gene. Upon direct gene testing, we were able to identify a
disease-related mutation in all families but one of the two
kindred homozygous at the ATM locus. Although linkage
analyses pointed to a single locus on chromosome 11g22.1-
q23.1 for this family, clinical features, normal levels of
serum alpha-foetoprotein as well as absence of mutations
in the ATM gene rather suggest the existence of an addi-
tional ARCA-related gene in that interval. While the use of
homozygosity mapping was very effective at pointing to
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the correct gene, it also suggests that the majority of
patients harbor mutations either in the genes of the rare
forms of ARCA or in genes yet to be identified.

Keywords Recessive ataxia - Homozygosity mapping -
SNP microarrays

Introduction

The diagnosis of a wider number of rare inherited diseases
is becoming increasingly difficult because of the frequent
clinical overlap, non-specificity of biomarkers and
expanding genetic heterogeneity, i.e., mutations in many
different genes cause the same disease. In particular,
multigenic inheritance applies for the autosomal recessive
progressive cerebellar ataxias (ARCAs), for which 14
genes have been identified in the past 15 years [12, 14, 15],
even after excluding the complex field of metabolic atax-
ias, for which biochemistry leads precisely to the correct
molecular diagnosis. In addition, most conditions are
associated with mutations in genes of remarkably large
coding capacity (SYNE1 (NM_182961) 26 kb in 145
coding exons [14], Sacsin (NM_014363) 14 kb in 9 exons
[11, 20], ATM (NM_000051) 9 kb in 62 exons [21], Sen-
ataxin (NM_015046) 8 kb in 24 exons [17], PolG
(X98093) 4 kb in 22 exons [28]), further complicating the
definition of an efficient strategy for seeking pathogenic
mutations [1]. On the other hand, in some populations
where inbreeding is frequent, the resulting consanguinity
tends to increase the observation of rare recessive diseases.
Homozygosity mapping of patients born from consan-
guineous parents can be used as a powerful guide for
identification of the defective locus [4]. We demonstrate
here the usefulness and limits of homozygosity mapping
with SNP arrays [15, 24] in consanguineous cases for the
molecular diagnosis of spastic ataxia of the Charlevoix-
Saguenay (ARSACS, sacsin gene), ataxias with oculomo-
tor apraxia types 1 and 2 (AOAl and AOA2, aprataxin
(NM_017692) and senataxin genes), and ataxia-telangiec-
tasia (A-T, ATM).

Materials and methods
Patients and families

DNA samples of ARCA patients were first analysed for
Friedreich ataxia (FRDA) [7] and ataxia with vitamin E
deficiency (AVED) [19] using molecular or metabolic
investigations, respectively. The patients negative for
FRDA and AVED represented 97 families, of different
origins: 67 kindred were Algerian, 27 French, 8 Saudi
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Arabian, 2 Tunisian, 3 were from the USA and 11 from
other origins.

SNP genotyping

Genome-wide homozygosity mapping of 97 families was
undertaken using either the GeneChip Mapping 10k Xba
142 2.0 Array containing 10.204 SNP markers or the
Mapping 50K Xba 240 Array containing 58.102 SNPs
(Affymetrix Inc., Santa Clara, CA). SNP genotypes were
obtained by following the Affymetrix protocol for the
GeneChip Mapping Array (Mapping 10K2.0 Assay Manual
(701722 Rev.3), Mapping 100K Assay Manual (P/N
701684 Rev.3)). Briefly, 250 ng of genomic DNA isolated
from peripheral blood were digested with the restriction
endonuclease Xbal for 2.5 h. Digested DNA was mixed
with Xba adapters and ligated using T4 DNA ligase for
2.5 h. Ligated DNA was added to 4-5 separate PCR
reactions, amplified, pooled and purified to remove unin-
corporated dNTPs. The purified PCR product was then
fragmented with DNase I, end-labeled with biotin and
hybridized to an array for 16 h at 48°C in a standard Af-
fymetrix 640 hybridization oven. After hybridization, the
arrays were stained and washed using an Affymetrix Flu-
idics Station F450 and images were obtained using an
Affymetrix GeneChip scanner 3000 7G. Single-nucleotide
polymorphism (SNP) allele calls were generated by the
GeneChip Genotyping analysis Software (Gtype v4.l).
Homozygous regions were identified with the HomoSNP
software developed to visualize shared regions of homo-
zygosity in consanguineous families (software available on
request from plewniak@igbmc.u-strasbg.fr) [15, 24, 25].
The minimal number of consecutive homozygous SNP
necessary to define a region of homozygosity was calcu-
lated as resulting in a likelihood of 0.05 to be observed by
chance, with a mean SNP heterozygosity of 0.38 and 0.30
for the 10K and 50K SNP arrays, respectively, and by
assuming gross linkage equilibrium between the markers.

Microsatellite marker analysis

Microsatellite markers from chromosome 11q were
designed from the UCSC Human genome database
(http://genome.ucsc.edu, March 2006 release). Analysis
was undertaken on an ABI Prism 3100 genetic analyzer
with allele sizes determined using the ABI PRISMI1
Genotyper software package (Applied Biosystems, Foster
City, CA) [16].

Mutational analysis

Sequencing of the candidate genes for recessive ataxias,
including all exons and intronic—exonic boundaries was
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undertaken using PCR primers as previously reported
[15]. Amplified PCR products were purified on Montage
PCR96 Cleanup Plates (Millipore, Bedford, MA) and

bi-directionally sequenced using BigDye Terminator

Table 1 Shared homozygous regions of affected patients from the 11 studied families and identified mutations

chemistry implemented on an ABI Prism 3100 Genetic
Analyzer. Sequences were aligned and compared with con-
sensus sequences obtained from the human genome data-
bases (http://genome.ucsc.edu; http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

Family No. of SNP Chromosomal Size No. of consecutive Ataxia Diagnosis and
patients density localisation (Kb) homozygous SNP genes mutation
1
Uncle and aunt 2 10K 1p31.1 7049 27 ARSACS
2p25.1-p22.3 21567 94 c.12851_12854 delAGAG
6p25.1-p23 8693 40 p-Glu4284AlafsX23
7p14.3-12.2 17765 87
7935 3861 20
11q14.2-q22.1 12827 67 MREI]
13q12.11-q12.3 11351 58 SACS
Nephews 2 10K 6q23.2-q24.1 6936 15*
13q12.12-12.13 2890 10* SACS
13g21.2-q22.1 15219 72
13q33.3-qter 8301 36
16p13.1-p13.2 8423 25
2 2 50K 2q31.2-q32.3 19084 441 ARSACS
3q12.3-q13.1 1940 42 ¢.10290C>G
4p12-q13.1 18409 355 p.Tyr3430X
5ql4.1-q21.2 24028 607
5q35.1-qgter 11910 160
8q13.1-q13.2 2760 35
8q24.13-q24.21 4004 70
9q33.2-q34.11 4898 37
13q11-q12.3 5864 141 SACS
17p11.2-q12 7075 59
17p12-p11.2 10779 143
3 2 50K 1p22.1-p21.3 4091 80 ARSACS
1923.3-q25.1 11436 359 €.7372_7376delCTTAT
1g42.12-g43 12372 253 p.Leu2458AlafsX5
4p16.2-p16.1 4827 33
13q12.11-q12.12 2165 72 SACS
13q14.11-q14.12 1679 34
15g21.1 1462 36
15g21.2-q21.3 1959 43
4 4 50K 10p11.21-q11.21 6296 35 ARSACS
13q12.11-q12.2 9335 233 SACS ¢.12220G>C p.Ala4074Pro
5 2 50K 1p36.11-p35.2 4788 26 ARSACS
3q26.31-g26.33 9460 168 .6409C>T
4q13.3 2208 38 p.GIn2137X
13q11-q12.13 7478 189 SACS
6 3 10K 13p13-q12.12 23584 27 SACS ARSACS
c.4882_4886
delCAGTT/insAGAAGC
p-GIn1628ArgfsX12
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Table 1 continued

Family No. of SNP Chromosomal Size No. of consecutive Ataxia Diagnosis and

patients density localisation (Kb) homozygous SNP genes mutation

7 2 50K 2p24.3 1669 36 AOA1
2p22.1 848 39 c.837G>A
3p22.1 1584 35 p.Trp279X
4p15.33-p15.32 3940 114
5q14.3 1550 41
5g21.1 1630 43
9p21.1-q21.13 46488 349 APTX
14q23.1 1564 38
18p11.31 1725 34

8 2 10K 1p31.1 6107 50 AOAL
2p23.3-p21 20134 96 c.781C>T
2p13.2-ql1.2 24591 44 p.Leu261Phe
4q21.22-q23 18877 67
7p13-q21.2 46233 116
7q22.2-q31.2 11705 30
9p21.1-g33.1 49549 70 APTX
9q33.1-q34.11 10938 39

9 1 10K 1p13.2-q23.3 43273 71 A-T
5pl14.3-p13.3 10420 32 c.IVS36+-3del4
5ql13.2-q14.3 19480 72 Skipping of exon 36
6p22.3-p21.32 11100 40
6q24.2-q25.1 147666 29
9p23-p22.3 4319 36
11922.3-q23.3 12473 46 ATM
14923.1-q31.1 18577 65
17p12-q12 13704 20
20p12.3-q12 11362 30

10 4 50K 11q21-q23.3 10017 302 ATM A-T?

11 1 50K 1925.3-q31.3 11121 300 AOA2
5931.3-q33.1 10217 272 c.6848_6851delCAGA
6pl2.1-q14.1 19729 403 p-Thr2283LysfsX32
9q33.2-q34.3 13598 89 SETX

# number, a indicates that a recombination in one of the affected reduced the SNP content of the shared homozygous region to a value below the

threshold (20 SNP for 10K arrays and 35 SNP for 50K arrays)

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

Results

Families with a diagnosis of FRDA, AVED, metabolic
ataxias, ataxia with leukodystrophy or congenital ataxia [9]
were excluded from the study. Some families had a direct
molecular testing for ATM, AOA1 or AOA2, based on
canonical clinical and biochemical findings, and were
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therefore not analysed on SNP arrays. The remaining 92
consanguineous ataxia families and five families with
suspected ancient consanguinity were analyzed with Af-
fymetrix 10K or S0K SNP Genechip microarrays. Only
affected individuals from each family were genotyped.
Regions of homozygosity shared within each family and
overlapping with the ARSACS, AOAI1, AOA2 and A-T
loci were identified with HomoSNP. In order to rapidly
define homozygous regions, only the number of consecu-
tive homozygous SNPs was taken into account, assuming
that for large regions, the global informativeness of the
markers would be roughly equal to the number of analyzed
SNPs. The threshold for identification of homozygous
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regions was set to a minimum of 20 consecutive homo-
zygous SNPs identified with the 10K SNP Genechip
microarrays and 35 consecutive homozygous SNPs iden-
tified with the SOK SNP Genechip microarrays. Because
regions smaller than the threshold likely represent homo-
zygosity by state (i.e., by chance), they were not subse-
quently analyzed. Overall, we identified six families
homozygous for the region flanking the SACS gene, two
families each for the ATM and the APTX genes, and one for
the SETX gene (Table 1). The clinical features of the
patients of these families are shown in Table 2. A mutation
was identified in all the cases with the exception of one of
the two families homozygous for the ATM region
(Table 1). This family, family #10, consisted of four
patients and one healthy sibling. Analysis of the entire
family with 11q21-23 microsatellite markers (Fig. 1) con-
firmed linkage of the disease to this locus with a LOD score
of 3.1 (0 = 0) and re-analysis of the SNP data set indicated
that there were no other homozygous regions shared

(A)
chr. 11
|
i i
(B)
Position(Mb)  Marker P24 P27
78.86 D11S1761 224 228 224 224
83.93 D1154135 130 134 130 130
84.21 D11S4147 252 256 252 252
86.06 D11S1887 289 285 289 289
87.33 D11S1780 192 210 192 192
92.99 D11S1311 159 159 159 159
93.71 D11S4176 265 243 265 265
MRE11 = 365 15496190 A B A A
94.10 15891552 B A B B
94.10 152895570 A B A A
94.18 153847556 B B B B
94.18 154753626 A A A A
94.34 D11S1757 183 183 183 183
96.63 D11S917 169 169 169 169
ATM =—D109.08  D11S4206 170 170 170 170
11351 rs2846027 A A A A
113.53 15681200 A A A A
1370 rs2847476 A A A A
113.78 1$536179 B B B B
115.64  rs7128824 B B B B
11577 rs4938265 A A A A
116.26 rs543819 A B A B
116.80  rs4938377 A B A B
117.42  D11S1356 218 216 218 216

Fig. 1 Genotyping results of family #10. a Homozygous regions over
chromosome 11 in the patients of family #10. Homozygous regions
are displayed by the HomoSNP software as blue bars (more than 30
consecutive homozygous SNPs), purple bars (more than 25 consec-
utive homozygous SNPs) and pink bars (more than 20 consecutive
homozygous SNPs). SNP results were obtained with 50K arrays. The
four patients share a region of homozygosity by descent on 11q21-
q23, which contains the ATM gene. Vertical green bars that interrupt

@ Springer

between the four affected. Since the MREI1 (NM_005591)
gene—whose mutations have been detected in families
with ataxia-telangiectasia-like disorder (MRE11A; MIM
604391) lies just outside the region of shared homozygosity
due to a recombination in one of the patients (Fig. 1), we
also analyzed the coding exons and the flanking intronic
sequences of MRE] I but did not detect any disease-related
mutation.

ARSACS mutation in family #1 was initially searched
only in the affected uncle and aunt of family #1 and not in
the affected nephews since homozygosity for the ARSACS
region was above the threshold in the uncle and aunt (241
and 58 consecutive SNPs, respectively) and was below the
threshold in one of the two nephews (24 consecutive SNPs
in one nephew and ten in the other, Fig. 2). Because no
known ataxia gene was localized in the large homozygous
regions shared by the nephews, the ARSACS mutation of
the uncle and aunt was subsequently searched and found in
homozygosity in the nephews, indicating that the small

MRE11 ATM

|

P26 P25
224 224 224 224 ND ND
130 130 130 130 128 130
252 252 252 252 253 252
289 289 289 289 ND ND
192 192 192 192 184 192
159 159 159 159 153 159
265 265 265 265 251 265
A A A A ND ND
B B B B ND ND
A A A A ND ND
B B B B ND ND
A A A A ND ND
183 183 183 183 189 183
169 169 169 169 173 169
170 170 170 170 170 170
A A A A ND ND
A A A A ND ND
A B A A ND ND
B A B B ND ND
B A B B ND ND
A B A A ND ND
A B A B ND ND
A A A B ND ND
218 218 218 216 230 216

the regions of homozygosity correspond to one or two heterozygous
SNPs that are in fact calling errors. b Pedigree of family #10 with
microsatellite markers and selected SNP genotypes that locate
precisely the recombination breakpoints. The recombination in patient
P27 excludes the MRE11 gene. This was corroborated by direct gene
testing (see text). Markers and physical positions are indicated on the
left and are organized from top to bottom in the centromeric to
telomeric order
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Fig. 2 Genotyping results of (A) SACS

family #1. a Homozygous

regions over chromosome 13 in

the patients of family #1. chr. 13

Homozygous regions are

displayed by the HomoSNP

software as blue bars (more

than 25 consecutive

homozygous SNPs), purple bars

(more than 20 consecutive

homozygous SNPs) and pink (B)

bars (more than 15 consecutive

homozygous SNPs). SNP results

were obtained with 10K arrays.

The top horizontal line indicates

the position of recessive-ataxia

loci and genes. Subsequent lines

indicate individual results of the

patients represented on the left.

Three of the four patients share

a region of homozygosity by

descent on 13q12, which snp

contains the SACS gene. position

b Pedigree and SNP analysis of 18478972

family #1 showing that :::::ﬁ

homozygosity for the disease in 18867463

the affected nephews is due to ::::;;g

inbreeding (dotted arrows) 19702864

rather than to consanguinity. 19902738

The uncle and aunt, born from a ;:::;g

first degree consanguineous 21318129

marriage, share a large 21643202

homozygous region overlapping :;g;m

the ARSACS locus while the 22502147

nephews were homozygous over 22630199

only 24 and 10 consecutive :i;i:g

SNP, respectively, also 23584523

overlapping the ARSACS locus :::n:;
23598616
23692219
23692329
25129946
25130290
25798920
25799004
25812728
25878590
25903578
25935304
25935825
25936321

homozygous region around the ARSACS gene in the
nephews is due to ancient inbreeding, rather than to the
second degree consanguinity of their parents (Fig. 2). In
order to see whether the thresholds used to define regions
of homozygosity allowed efficient identification of the
regions of linkage, we analyzed the SNP content of all
homozygous regions identified in the 11 families reported
in this study. With a threshold of 20 consecutive homo-
zygous SNPs for the 10K SNP arrays and 35 consecutive
homozygous SNPs for the 50K SNP arrays, the median
SNP content of the homozygous regions was 45 SNPs for
the former and 68 SNPs for the latter. However the

P2 P

PrOOEFPFPPFEIPOO@

PREPPPIPEOE
PEEPPPIPOOE

distribution of SNP content indicated that the largest
fraction of homozygous regions was in the lower range
(20-30 SNP fraction for the 10K arrays and 35-50 SNP
fraction for the 50K arrays, Fig. 3), suggesting that most
small homozygous regions either represent homozygosity
by state rather than by descent, or result from high
inbreeding in the respective populations. The SNP content
of the homozygous regions containing the mutation
(Table 1) was above the median SNP content of all
homozygous regions (Fig. 3) with the exception of family
#6 and of the nephews of family #1, indicating that the
threshold for defining homozygous regions was set at safe
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Fig. 3 Distribution of the size of the homozygous regions identified
with the 10K (a) and 50K (b) SNP microarrays in the patients of the
11 recessive ataxia families described in this study. The size of
homozygous segments is estimated by the number of consecutive
homozygous SNPs. It is likely that a significant fraction of the small
homozygous regions represents homozygosity by state rather than by
descent. The empty arrow indicates the median SNP content of all
homozygous regions. The small arrows indicate the SNP content of
the shared homozygous regions containing the mutation (the SNP
content of the shared homozygous region between the uncle and the
aunt for family #1 or of the unique linked region of family #10).
Numbers at the top of the arrows are family numbers

lower value. However, while the threshold appeared
appropriate when the disease is the consequence of first
degree consanguinity, it is probably not suitable for ancient
consanguinity.

Discussion

The use of homozygosity mapping as an orientation for
identification of the defective gene pointed to the correct
locus in 10 out of 11 families for which the linked
homozygous region overlapped with one of the four
investigated genes. This strategy turned out to be highly
effective for ARSACS, as all six linked families had
mutations in SACS, while clinical presentation alone

@ Springer

would not have permitted easy distinction between ARS-
ACS and other spastic ataxias. Interestingly, all investi-
gated ARSACS patients had sensorimotor peripheral
neuropathy, which was often mixed axonal and demye-
linating [13], even though one or the other presentation
may have appeared more prominent (Table 2). On the other
hand, the clinical and paraclinical presentation of one
AOAI1 family (#7), of the AOA2 family and of the A-T
family would have been sufficient to directly orient muta-
tion search in the correct gene without prior SNP analysis
[3, 27]. This was not the case for AOA1 family #8, for
which patients had a very late onset disease and no motor
neuropathy, even after a long disease duration [8], and for
family #10. In the latter case, it is not possible to conclude
at present whether this is a very atypical form of A-T with
normal alpha-foetoprotein serum level [22] due to a
mutation in the regulatory or deep intronic sequences
(which were not analyzed when mutation scanning was
performed) or whether it corresponds to a novel form of
ARCA linked to chromosome 11q21-23.

While the use of homozygosity mapping was very
effective at pinpointing the correct gene in ARCA kindred,
it also revealed that the majority of remaining recessive
ataxia cases may be caused by mutations either in the
recently identified genes of the less common forms of
ARCA, including MRE11 [23], TDP1 [26], POLGI [28],
twinkle [18] and SYNEI [10, 14], etc.), or more likely in
genes yet to be discovered. It is also possible that homo-
zygosity mapping failed at identifying the correct gene
either because the patients were compound heterozygous
despite consanguinity or because our thresholds for iden-
tifying homozygous regions excluded small regions of
homozygosity due to inbreeding. This caveat is well
illustrated by cases 3 and 4 in family #1. This family was
initially excluded from the ARSACS locus by microsatel-
lite linkage analysis (family 14 in ref [5]). Our SNP strat-
egy has led to the identification of the mutation in this
family [6]. Homozygosity for the mutation is presumably
not explained by the second degree consanguinity of the
parents but by inbreeding that relates the mother with her
husband’s grand-grand-parents (Fig. 2b). This corresponds
to the small region of homozygosity around the ARSACS
gene in the nephews, not easily identified if those indi-
viduals had been studied separately (Fig. 2a). It is pre-
dictable that the use of SNP arrays with higher density
should circumvent this difficulty.

Our finding that most consanguineous ataxia families
segregate with loci not corresponding to known ataxia
genes is in agreement with the reported high percentage of
ataxia patients from a different series having no causal
gene mutation identified [1] and indicates that many new
recessive ataxia entities remain to be identified. In most
families, identification of novel homozygous regions in
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patients with recessively inherited forms of cerebellar
ataxia paves the way for the discovery of novel causative
genes [2, 15].
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Manuscript 2: ADCK3, an Ancestral Kinase, Is Mutated in a Form of
Recessive Ataxia Associated with Coenzyme Q10 Deficiency

Parmi les familles avec 4 enfants atteints, nous avons étudié une large famille
consanguine au deuxiéme degré d’origine algérienne. L’analyse pangénome par puces de
génotypage nous a permis d’identifier une région homozygote unique de 12,6 Mb en 1g41-
q42 partagée entre les 4 atteints de cette famille. Cette région a été confirmée par I’analyse de
marqueurs microsatellites du pére et des freres et sceurs sains (Figure 1 A et B; Manuscrit 2).
Nous avons procédé par la suite a I’analyse des génes candidats positionnels qui s’est avérée
tres efficace, une mutation ayant été rapidement identifiée dans I’un des génes codant pour
une protéine mitochondriale (ADCK3 ou Aarf domain contain kinase 3). Cette mutation
touche le site donneur d’épissage de I’intron 11 du géne ADCKS3 et est responsable d’un
épissage aberrant de cet exon resultant en la présence de 3 transcrits anormaux sur RT-PCR
(Figure 2; Manuscrit 2). La recherche de mutations a ensuite été entreprise dans les familles
ou les cas isolés susceptibles d’étre liés a ce locus. Nous avons identifié une délétion
homozygote de 19 pb au niveau de I’exon 3 entrainant un décalage du cadre de lecture
(c.500 521 del22insTTG) chez un patient algérien issu de parents consanguins (Patient 5,
tableau 1). Une autre patiente d’origine algérienne présente une mutation faux-sens
Gly549Ser a I’état hétérozygote dans 1’exon 14 associée a un changement nucléotidique,
¢galement hétérozygote, dans 1’exon 8 et ne modifiant pas I’acide aminé (993C>T) (patiente
7, tableau 1). L’analyse par RT-PCR du transcrit extrait d’une lignée lymphoblastoide de cette
patiente montre que ce changement nucléotidique est responsable d’un épissage aberrant avec
un saut de I’exon 8 et une délétion en phase de 47 acides aminés (p.Lys314 GIn360del)
(Figure 2.E ; Manuscrit 2). Cette derniere mutation serait toutefois un polymorphisme rare.
L’équipe du Pr. Michio Hirano a pu identifier a 1’état hétérozygote composite une mutation
faux-sens (Tyr514Cys) et une délétion d’un acide aminé (Thr584del) chez un de leurs patients
atteints d’une ataxie avec un déficit en CoQqp (Patient 6, tableau 1). Les 3 mutations non
tronquantes (p.Tyr514Cys; p.Gly549Ser; p.Thr584del) touchent des acides aminés trés
conserveés et se sont avérées pathologiques dans un modele de levure réalisé par M.H. Barrios
(Figure 3 ; Manuscrit 2).

Dans ce syndrome, 1’ataxie est une ataxie cérebelleuse pure, modérée, peu évolutive,
débutant entre 3 et 11 ans avec une atrophie cérébelleuse a I’IRM (Figure 1.C; Manuscrit 2).

L’ataxie peut étre associée a des réflexes vifs, des pieds creux, un retard mental modéré et une
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intolérance a 1’exercice avec des lactates sanguins élevés (Tableau 1). Devant la
predominance des signes cérébelleux, nous avons appelé ce syndrome ARCA2 pour
autosomal recessive cerebellar ataxia type 2.

ADCKS3 est une protéine mitochondriale possédant des homologues chez S.cerevisiae
(ABC1/C0OQ8) et E.coli (UbiB) connus pour étre impligués dans la biosynthese du coenzyme
Q10 (CoQ). ADCK3 appartient aussi a une famille conservée de 5 paralogues chez ’homme
(ADCK1 a 5). ADCK3 et ADCK4 sont trés homologues entre eux et avec ABC1/COQ8.
L’homologie avec COQ8 et UbiB explique le déficit de la biosynthése du CoQio dans le cas
des mutations d’ADCK3. Un déficit modéré en CoQyp a été mis en évidence chez I’ensemble
des patients testés (1 par famille) (Tableau 2; Manuscrit 2). Aucune augmentation
compensatrice n’a été observée au niveau de I’expression du paralogue le plus proche
d’ADCK3, ADCK4. Au contraire, 1’expression d’ADCK4 était diminuée et semble corrélée
avec les taux de CoQp chez les patients ARCA2 puisqu’elle est le plus fortement diminuée
chez les patients 5 et 6 possédant les taux les plus bas de CoQio (Figure 6).

Tous les membres de cette famille ADCK possédent des motifs conservés qui
correspondent aux motifs I, I, VIb et VII caractérisant le «noyau universel» des kinases
(Figure 4.A ; Manuscrit 2). Par contre, les protéines ADCK ne possédent pas les motifs C-
terminaux VIII & XI habituellement retrouvées dans les protéines kinases classiques (Figure
4.B ; Manuscrit 2). L’analyse phylogénétique a confirmé le classement des membres de la
famille ADCK parmi ceux de la superfamille des kinases atypiques (Figure S2
supplémentaire ; Manuscrit 2).

En conclusion, une nouvelle protéine mitochondriale ADCK3 s’ajoute a la liste des
protéines responsables, quand elles sont mutées, d’ataxie récessive. Les mutations d’ADCK3
sont responsables d’une forme d’ataxie associée a un déficit modéré en COQqq. Le déficit
modeéré en CoQqo et la prédiction d’un domaine kinase atypique suggérent un role indirect
régulateur d’ADCK3 plutdt qu’un réle enzymatique direct dans la voie de biosynthése du
CoQqo.
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ARTICLE

ADCK3, an Ancestral Kinase, Is Mutated
in a Form of Recessive Ataxia Associated
with Coenzyme Q¢ Deficiency

Clotilde Lagier-Tourenne,! Meriem Tazir,2 Luis Carlos Lopez,3 Catarina M. Quinzii,3 Mirna Assoum,!
Nathalie Drouot,! Cleverson Busso,4 Samira Makri,5 Lamia Ali-Pacha,? Traki Benhassine,®

Mathieu Anheim,1.7 David R. Lynch,8 Christelle Thibault,1 Frédéric Plewniak,! Laurent Bianchetti,!
Christine Tranchant,” Olivier Poch,! Salvatore DiMauro,3 Jean-Louis Mandel,! Mario H. Barros,4
Michio Hirano,3 and Michel Koenig!*

Muscle coenzyme Q; (CoQ;¢ or ubiquinone) deficiency has been identified in more than 20 patients with presumed autosomal-reces-
sive ataxia. However, mutations in genes required for CoQ;( biosynthetic pathway have been identified only in patients with infantile-
onset multisystemic diseases or isolated nephropathy. Our SNP-based genome-wide scan in a large consanguineous family revealed a
locus for autosomal-recessive ataxia at chromosome 1gq41. The causative mutation is a homozygous splice-site mutation in the aarF-do-
main-containing kinase 3 gene (ADCK3). Five additional mutations in ADCK3 were found in three patients with sporadic ataxia, includ-
ing one known to have CoQ; deficiency in muscle. All of the patients have childhood-onset cerebellar ataxia with slow progression, and
three of six have mildly elevated lactate levels. ADCK3 is a mitochondrial protein homologous to the yeast COQS8 and the bacterial UbiB
proteins, which are required for CoQ biosynthesis. Three out of four patients tested showed a low endogenous pool of CoQ; in their
fibroblasts or lymphoblasts, and two out of three patients showed impaired ubiquinone synthesis, strongly suggesting that ADCK3 is
also involved in CoQ;¢ biosynthesis. The deleterious nature of the three identified missense changes was confirmed by the introduction
of them at the corresponding positions of the yeast COQ8 gene. Finally, a phylogenetic analysis shows that ADCK3 belongs to the family
of atypical kinases, which includes phosphoinositide and choline kinases, suggesting that ADCK3 plays an indirect regulatory role in
ubiquinone biosynthesis possibly as part of a feedback loop that regulates ATP production.

Introduction

Recessive ataxias are a heterogeneous group of inherited
neurodegenerative disorders that affect the cerebellum or
the spinocerebellar and sensory tracts of the spinal cord.
Several recessive ataxias, including Friedreich ataxia
(FRDA [MIM 229300]), appear to be due to defective mito-
chondrial proteins. In FRDA and sideroblastic anemia/
ataxia (ASAT [MIM 301310]), the defective proteins are in-
volved in iron-sulfur cluster biogenesis, whereas in sensory
ataxic neuropathy with dysarthria and ophthalmoparesis
(SANDO [MIM 607459]) and in infantile-onset spinocere-
bellar ataxia (IOSCA [MIM 271245]), the defective proteins
control mitochondrial DNA homeostasis.'™ In addition,
recently reported forms of recessive ataxia are associated
with muscle coenzyme Qo (CoQ;o) deﬁciency6'7 MIM
607426] and might also involve genes encoding mito-
chondrial proteins because CoQ;g is synthesized in mito-
chondria. CoQ;q deficiency causes mitochondrial dysfunc-
tion because CoQ;¢ carries electrons from complex I and
complex II to complex III in the mitochondrial respiratory
chain. Several forms of human coenzyme Q;, deficiencies,
all characterized by infantile encephalomyopathy, renal

failure, or both, have recently been attributed to mutations
in specific CoQ;o biosynthetic proteins (COQ2, PDSS2,
and PDSS1).871° Given that these were not null mutations,
they should allow the production of either partially func-
tional proteins or reduced levels of normal proteins, sup-
porting the view that complete block of CoQ;o synthesis
would not be viable.

The genes involved in CoQ (ubiquinone) synthesis were
identified by analysis of yeast and bacterial complementa-
tion groups of ubiquinone-deficient strains designated
coql-coq10 and ubiA-ubiH, respectively. Most of them
(COQ 1-3, COQ 5-7, Ubi A, COQ E-H) correspond to spe-
cific enzymatic steps of ubiquinone synthesis.'''* Here,
we describe the first recessive ataxia due to mutations in
a COQ8-UbiB homolog, which most likely has an ancestral
regulatory, rather than enzymatic, function.

Material and Methods

Subjects

We obtained clinical evaluation, blood samples, and skin biopsies
after written informed consent as defined by the local ethics com-
mittees of the University Hospital of Alger, Strasbourg, and the
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Children’s Hospital of Philadelphia. Affected individuals from
family 1 were referred for autosomal recessive cerebellar ataxia,
and DNA testing for Friedreich ataxia and AOA1 mutations was
performed prior to linkage analysis. Primary fibroblasts from
skin biopsies were obtained from patients 3, 5, and 6, and immor-
talized lymphoblastoid cell lines were obtained from patients 3, 5,
and 7.

Linkage Analysis

Genome-wide homozygosity mapping was performed with the
GeneChip Human Mapping 10K 2.0 Xba Array from Affymetrix
(Affymetrix, Santa Clara, CA). Sample processing and labeling
were performed according to the manufacturer’s instructions (Af-
fymetrix Mapping 10K 2.0 Assay Manual, Version 1.0, 2004). Hy-
bridization was performed with a GeneChip Hybridization oven
640, washed with the GeneChip Fluidics Station 450, and scanned
with a GeneChip Scanner 3000. Single-nucleotide polymorphism
(SNP) allele calls were generated by the GeneChip DNA Analysis
Software version 3.0.2 (GDAS). Regions of homozygosity were de-
fined by the presence of more than 25 consecutive homozygous
SNPs and analyzed on HomoSNP software developed to visualize
shared homozygous regions in consanguineous families (software
available on request from plewniak@igbmc.u-strasbg.fr). The re-
gion of homozygosity by descent segregating with the disease
was further analyzed with highly polymorphic microsatellite
markers as described elsewhere.'®

Mutational Analysis

Mutational analysis was performed by PCR and direct sequencing
of the 14 coding exons and the adjacent intronic junctions of hu-
man ADCK3 gene (NM_020247; primers and conditions available
on request). PCR products were purified on Montage PCRog
Cleanup Plates (Millipore, Bedford, MA) and used in sequencing
reactions with the ABI BigDye Terminator Kit (Applied Biosys-
tems), which were subsequently run on an ABI PRISM 3100 Ge-
netic Analyzer. Computational analyses of mutations were carried
out with Segscape 2.5 software (Applied Biosystems). Parental seg-
regation of the identified mutations was investigated in all avail-
able family members. ADCK3 exon 8 and 11 splicing was analyzed
by RT-PCR. Total RNA was extracted from primary fibroblasts or
immortalized lymphoblastoid cells via Trizol according to the
manufacturer’s protocol (Invitrogen). Total RNA was reverse tran-
scribed with the Superscript II kit (Invitrogen). PCR amplification
was performed with primers located in exon 10 and exon 15 (for-
ward 5'-CACCTGATTGACGTGCTGAG-3/, reverse 5-ATCTTC
TCGGTGGTGCTCTG-3') and in exon 7 and exon 12 (forward
5'-CAACCCCCACCTGGCTAAG-3, reverse 5'-GGGGTCATAGAA
GAAGTTGGA-3'). PCR products were separated on a 2% agarose
gel and eluted with the Nucleospin extract II kit (Macherey-Nagel)
before sequencing with the PCR forward and reverse primers.

ADCK4 mRNA Expression Analyses

by Quantitative RT-PCR

Relative expression levels of ADCK4 mRNA were determined by
real-time PCR with the LightCycler 480 protocol (Roche Biosci-
ences) and a set of primers located in exon 13 and exon 15 (for-
ward 5'-CGGGAGTTTGGGACAGAGT-3/, reverse 5'-CCGACCCAA
AGTCGTAAGG-3'). ADCK4 mRNA expression was normalized to
B-actin or to RPLPO mRNA expression. Data were analyzed with
the 2724C" method, and values are expressed as the mean of two
separate experiments performed in duplicate.

CoQ;¢ Determination and CoQ;( Biosynthesis Assay
Coenzyme Qo (CoQqo) in both fibroblasts and lymphoblasts (2—
3 x 10° cells) was extracted in hexane and measured by high-per-
formance liquid chromatography with electrochemical detection
(HPLC-EQ).®? An aliquot of the sample was used for protein deter-
mination with the BCA protein assay kit (Pierce). The results were
expressed in ng of CoQ;o/mg-protein. CoQ; ¢ biosynthesis in fibro-
blasts was measured by incorporation of labeled parahydroxyben-
zoate (‘*C-PHB) (450 Ci/mol).%? After 48 hr of incubation with
MC-PHB (0.02 mCi/ml) in the culture medium, radiolabeled
CoQo was extracted by hexane, isolated by HPLC with a C18 re-
verse-phase column, and collected and quantified in a scintillation
counter. An aliquot of the sample was used for protein determina-
tion with the BCA protein assay kit (Pierce). The results were ex-
pressed in DPM/mg-protein/day.

Respiratory-Chain Enzyme Activities
To measure the complex activities, fibroblasts were suspended in
cold PBS (4-12 x 10° cells) and sonicated for 10 s to disrupt the
membranes. An aliquot of the sample was used for protein determi-
nation with the BCA protein assay kit (Pierce). Complexes I and III
(CI+I1I) activity was measured by observation of the reduction of
cytochrome ¢ (cyt c) at 550 nm.'* In brief, 4-12 x 10* cells were in-
cubated at 30°C in a medium containing 10 mM KH,PO4 (pH 7.8),
2mM EDTA, 1 mg/ml BSA, 500 mM KCN, and 100 mM cyt c. After
2 min of incubation, the reaction was started by addition of 200
mM NADH, and the increase of absorbance is observed for an ad-
ditional 2 min. The residual activity in the presence of rotenone
(10 mg/ml) was subtracted from total activity. The results were ex-
pressed in nmol of reduced cyt ¢/min/mg-protein. Complex IV (or
COX) activity was measured by observation of the reduction of cyt
cat 550 nm.'* In brief, 8-24 x 10* cells were incubated at 30°C in
a medium containing 10 mM KH,PO,4 (pH 6.5), 0.25 M sucrose,
1 mg/ml BSA, and 0.1% reduced cyt ¢, and the reaction was observed
for 3 min. For inhibition of the reaction, 500 mM KCN was used.
The results were expressed in nmol of oxidized cyt ¢/min/mg-pro-
tein. Citrate synthase (CS) activity was measured after the reduction
of 100 mM 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) at 412 nm
(30°C) in the presence of 8-24 x 10* cells, 300 mM acetyl CoA,
10 mM Tris-Cl (pH = 7.5), and 500 mM oxaloacetic acid.'* The re-
sults were expressed in nmol of TNB/min/mg-protein. The results
of CI+III and COX activities were normalized to CS activity.
Complexes II and III activity was measured by observation of
the reduction of cytochrome ¢ at 550 nm.'* In brief, 4-12 x 10*
cells were incubated at 30°C in medium containing 50 mM
KH,PO4/K;HPO4 (pH 7.5), 20 mM succinate, 1.5 KCN, and 2.5
uM rotenone KCN. After 10 min of incubation, the reaction was
started by the addition of 50 uM cyt ¢, and increase of absorbance
was observed for 2 min. The results were expressed in nmol of re-
duced cyt ¢/min/mg-protein and normalized to CS activity.
Complex III activity was measured by observation of the reduc-
tion of cytochrome c at 550 nm."* In brief, 8-24 x 10* cells were
incubated at 30°C in a medium containing 25 mM KH,PO,4
(pH 7.2), 5 mM MgCl,, 2.5 mg/ml BSA, 50 mg/ml Rotenone,
and 15 uM reduced cyt c. After 3 min of incubation, the reaction
was started by the addition of 350 uM ubiquinol, and the reaction
was followed for 2 min. The results were expressed in nmol of ox-
idized cyt ¢/min/mg-protein and normalized to CS activity.

Phylogenetic Tree and Multiple Alignment
The Uniprot protein-sequence database was searched with
ADCK3_HUMAN (647 residues) as a query, and a multiple
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Figure 1. Genotyping and Imaging Re-
sults of ARCA2 Families

(A) SNP results of family 1 for the chromo-
some 1g41-q42 region. Graphic interface
(HomoSNP software) for visualization of
shared regions of homozygosity in consan-
guineous families. The top horizontal bar
indicates the position of recessive-ataxia
loci and genes. Subsequent bars indicate
individual results of the children repre-
sented on the left. The regions with more
than 25 consecutive homozygous SNP are
in black. The regions of heterozygosity

q41q42

are in gray. The four affected siblings in
family 1 share a region of homozygosity
by descent on chromosome 1q41-g42. The
AXPC1 locus is centromeric to this region

of homozygosity.
(B) Microsatellite analysis at chromosome
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alignment of the detected homologous sequences was constructed
with the PipeAlign tool.’ A structural multiple alignment of the
catalytic core domain of representative kinases has been previ-
ously proposed,'® in which six atypical kinases and 25 protein ki-
nases were aligned. For each of the six structurally aligned atypical
kinase sequences, we downloaded from the PFAM'” database seed
alignments containing atypical kinase core domains, including 16
sequences of phosphatidylinositol phosphate kinase (PIPK)
(PF01504), eight sequences of transient receptor potential (TRP)
channel kinase domain (ChaK) (PF02816), 42 sequences of
the phosphoinositide 3-kinase catalytic subunit (PI3K-PI4K)
(PFO0454), seven sequences of the Actin-fragmin kinase (AFK)
(PF09192), and 33 sequences of choline kinase (CKA-2)
(PF01633). In addition, we downloaded a PFAM seed alignment
of protein kinases (PFO0069) containing 54 sequences. All col-
lected seed alignments and the alignment obtained with ADCK3_
HUMAN as a query were concatenated and aligned on the basis of
known protein-kinase motifs. The resulting multiple alignment of
221 sequences was manually refined in the SeqLab editor (Wiscon-
sin package, Accelrys).

A phylogenetic tree was constructed with the neighbor-joining
algorithm implemented in the phylowin program'® from the

=

1g41-g42 in all available family 1 members.
Markers are indicated on the left and are

Patient 4

T organized from top to bottom in the cen-
AL _ tromeric to telomeric order. Results of the
181181 g four critical SNPs that define the two re-
A 1] £2  combination boundaries are also indicated.
I‘g; :gg gé Parental haplotypes linked with the dis-
e S ease are boxed. The region of homozygos-

ity by descent is shaded in gray. Haplotype
segregation confirms linkage between the
1q41-qg42 locus and the disease in this
family and defines a 12.6 Mb critical inter-
val.

(C) Sagittal T1-weighted brain magnetic
resonance imaging of patient 4 (family 1)
and patient 5 (family 2) showing cerebellar
atrophy and mild cerebral atrophy.

aligned sequences via the global gap-removal option and 500
bootstrap replicates. The iTOL tool'® was used to generate the phy-
logenetic tree.

Yeast Experiments

The cog8 yeast point mutants were created by PCR with specific
primers containing the related human mutations. These new yeast
coq8 alleles were then excised and cloned at the HindllI site of
YIp352. These constructions were sequenced and the mutations
confirmed. The recombinant plasmids were linearized with the in-
ternal Ncol site of URA3, and the linear fragment was used to trans-
form the yeast strain W303DelCOQ8 by homologous recombina-
tion.?° Purified individual transformants, the null mutant, and the
wild-type W303-1A (Dr. R. Rothstein, Columbia University) were
checked for growth on YPEG (1% yeast extract, 2% peptone, 2%
ethanol, 3% glycerol, 2% agar) and YPD (1% yeast extract, 2% pep-
tone, 2% glucose, 2% agar). Oxygen consumption and peroxide
production were measured in yeast spheroplasts, isolated from
cells grown on 2% galactose-rich media as described elsewhere.?!
Exogenous coenzyme Qg was added to a final concentration of
15 uM in YPEG liquid media,®* and growth was monitored by
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Figure 2. Altered Splicing of ADCK3
Exon 11 in Family 1 and Exon 8 in Family 4
(A) Genomic sequence of ADCK3 exon-in-
tron 11 boundary of a control individual
and of the father and patient 3 of family
1. The patient is homozygous for the donor
splice-site mutation 1398+2T—C. The
healthy father is heterozygous for this mu-
tation.

(B) Analysis of RT-PCR products of patient 3
fibroblasts. The 1398+4-2T — C mutation af-
fects exon 11 splicing and results in the
production of two major bands on agarose
gel, of 442 and 654 bp, respectively, and
the product obtained from a control indi-
vidual has a size of 584 bp. A faint band mi-
grating between products 1 and 2 was
shown by sequencing to correspond to het-
eroduplexes of products 1 and 2 (data not
shown).

(C) Sequence of product 1 after elution
from agarose gel. Product 1 corresponds
to skipping of exon 11 leading to a frame-
shift with a predicted truncated protein
(p-Asp420TrpfsX40).

(D) Sequence of product 2 after elution
from agarose gel. Product 2 corresponds
to the use of two cryptic splice sites in in-
tron 11 leading to the insertion of 68 and
70 nucleotides (nt), respectively. The se-
quence of the two alternative products is

indicated above the chromatogram. The re-
spective position of the two cryptic donor
splice sites is indicated below the chro-

matogram (underlined). In both cases, 21
amino acids are inserted before an in frame
stop codon (circled) leading to a predicted
truncated protein (Ile467AlafsX22).

(E) Analysis of RT-PCR products of patient 7 lymphoblastoid cells. The c.993C— T mutation partially affects exon 8 splicing and results in
the production of an abnormal product of 487 bp on agarose gel whereas only a normal product of 628 bp is seen in control lymphoblastoid
cells. The abnormal product corresponds to skipping of exon 8 leading to an in-frame deletion of 47 amino acids (p.Lys314_Gln360 del).
The faint intermediate band was shown by sequencing to correspond to heteroduplexes (data not shown).

absorbance at 600 nm measurements for 10 days, at the end of
which samples were taken and plated on YPD to check for possible
contamination.

Results

ADCK3 Mutations in ARCA2, a Novel

Ataxia Syndrome

We performed linkage studies on a large consanguineous
Algerian family with four individuals affected with child-
hood-onset cerebellar ataxia (family 1). We analyzed the
four patients and one healthy sibling with 10K Affymetrix
SNP arrays and identified, with a novel display program
(Figure 1A), a unique region of homozygosity shared by
all affected whereas the healthy sibling was heterozygous.
The smallest region of overlap spanned 12.6 Mb on chro-
mosome 1q41-q42 and did not overlap with the posterior

column ataxia and retinitis pigmentosa locus (AXPC1
[MIM  609033]),>> located immediately centromeric
(Figure 1A). The study of a dense set of microsatellite
markers from the region in all available members of the
family, including the father and two additional healthy
siblings, confirmed linkage to the 1q41-42 locus (Figure 1B)
with LOD-score calculation yielding a maximum 2-point
value of 3.9 (theta = 0). Because four genes encoding mito-
chondrial proteins are already known to cause recessive
ataxia when defective,'™ we prioritized sequencing of
genes on the basis of the mitochondrial localization of
their encoded products. We found a homozygous donor
splice-site mutation (c.1398+2T— C, Figure 2A) in intron
11 of ADCK3 (NM_020247; aarF-domain-containing ki-
nase 3; also known as CABC1 [MIM 606980]) that was
not present in 480 control chromosomes including 192
of North African origin. We carried out RT-PCR analysis
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Table 1. ADCK3 Mutations and Clinical Features in ARCA2 Patients
Family 1 Family 2 Family 3 Family 4
Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5 Patient 6° Patient 7
Sex M M M F M M F
Origin Algeria Algeria Algeria Algeria Algeria USA France/Algeria
Mutation Homo Homo Homo Homo Homo Hetero Hetero c.[993C—
€.13984+2T—C .1398+2T—C ¢.1398+2T—C .1398+2T—C ¢.500_521 c.[1541A—G]  T] + [1645G—A]
delinsTTG + [1750_1752
delACC]
Location Intron 11 Intron 11 Intron 11 Intron 11 Exon 3 Exons 13 and 15 Exons 8 and 14
Predicted amino p.[Asp420Trp p.[Asp420Trp p.[Asp420Trp p.[Asp420Trp p.Gln167 p.[Tyr514Cys] p.[Lys314_Gln360
acid change fsX40,Ile467 fsX40,Ile467 fsX40,Ile467 fsX40,Ile467 LeufsX36 +[Thr584 del]  del] + [Gly549Ser]
AlafsX22] AlafsX22] AlafsX22] AlafsX22]
Age of onset 11 4 7 8 4 5 3
Disease duration 31 34 29 21 14 12 27
Cerebellar ataxia + + + + + + +
Cerebellar atrophy  + + + + + + NA
Disability stage 3 3 3 3 3 3 3
Exercise intolerance — + + + - NA NA
Reflexes Absent Normal Brisk Brisk Normal Brisk Brisk
ankle jerks
Hoffmann’s sign - = - + - + -
Babinski sign - — - — - — —
Pes cavus + + - + + - +
Mental retardation — — Mild - - Mild - Moderate (IQ: 54)
Lactic acidosis in NA 3.3 2.9 1.8-7.8 1.29 0.7 0.98 (n = 1-1.7)
mmol/L (n=05-22) (n=0.5-2.2) (n=05-2.2) (n=05-2.2) (n=0.5-2.2)
EMG Normal Normal Normal Normal Mild axonal NA Normal
neuropathy
Muscle biopsy NA NA NA NA NA Mild non NA
specific changes
Miscellaneous Gynecomastia;  Mild hearing loss

feet and thumbs
in dystonic
position

The following abbreviations are used: M, male; F = female; NA, not available; and EMG, electromyography. Disability stage grade 3: moderate, unable to
run, limited walking without aid, in a scale from 0 (no signs or symptoms handicap) to 7 (bedridden).

2 Ppatient 6 is individual 8 in reference .

of ADCK3 from fibroblast RNA of patient 3 and found three
splice variants expressed from the mutant allele (Figures
2B-2D). In the shorter variant, exon 10 was skipped result-
ing in a frameshift (p.Asp420TrpfsX40) (Figure 2C). In the
other variants, two cryptic splice sites in intron 11 were
used, resulting in insertions of 68 and 70 nucleotides,
with a stop codon after 21 residues (p.lle467AlafsX22)
(Figure 2D).

Three hundred and fifty-three families with non-Frie-
dreich ataxia were analyzed either by homozygosity map-
ping at 1q41-q42 or by direct sequencing of ADCK3 coding
exons and flanking sequences. We identified five addi-
tional mutations (one single-amino-acid deletion, one
truncating mutation, two missense mutations, and a pre-
dicted disruption of an SRp55 exonic splice enhancer) in
three sporadic cases (Table 1). The three single-amino-
acid changes affect conserved residues of the ADCK3 pro-
tein (Figure 3) and were absent from 480 control chromo-
somes. Their pathogenicity was subsequently confirmed
(see below). The nucleotide change in the predicted exonic

splice enhancer®*? in exon 8 was also absent from 480

control chromosomes, and its consequence was analyzed
by RT-PCR from the patient’s lymphoblastoid cell line.
ADCKS3 transcript analysis revealed an abnormal product
corresponding to skipping of exon 8 (Figure 2E) and
leading to an in-frame deletion of 47 amino acids
(p-Lys314_GIn360 del).

All affected individuals with mutations in ADCK3
had childhood-onset gait ataxia and cerebellar atrophy
(Figure 1C), with slow progression and few associated fea-
tures (Table 1). Some patients had brisk tendon reflexes
and Hoffmann’s sign. Three patients had mild psycho-
motor retardation, and one patient had mild axonal de-
generation of the sural nerve. None had renal dysfunc-
tion. Exercise intolerance and elevated serum lactate
was present in three patients. Because cerebellar ataxia
dominates the clinical presentation, we propose to
name this entity ARCA2 (autosomal-recessive cerebellar
ataxia 2), following the recent identification of ARCA1
[MIM 610743].2°
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Coenzyme Q;¢ Deficiency in ARCA2 Patients

ADCK3 is a mitochondrial protein®’ that has yeast (ABC1/
COQ8) and bacterial (UbiB) homologs known to be in-
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Figure 3. Conservation of Amino Acids
Mutated in ARCA2 Patients among
ADCK3-ADCK4 Protein Sequences
SPTREMBL accession numbers are indicated
on the left. cabcl_human and q96d53_hu-
man correspond to ADCK3 and ADCK4, re-
spectively. The following abbreviations are
used: Xenla, Xenopus laevis; brare, Brachyda-
nio rerio; tetng, Tetraodon nigroviridis;
drome, Drosophila melanogaster; caeel, Cae-
norhabditis elegans; dicdi, Dictyostelium dis-
coideum; yeast, Saccharomyces cerevisiae;
schpo, Schizosaccharomyces pombe; arath,
Arabidopsis thaliana; plaf7, Plasmodium fal-
ciparum; and jansc, Jannaschia sp. Amino
acid numbering corresponds to human
ADCK3. Dots and stars indicate variable de-
grees of phylogenetic conservation. Con-
served amino acids are colored according
to amino acid class (ClustalX). The N-termi-
nal motif conserved in all members of the
ADCK family (KxGK at positions 276-279)
and the kinase motif VII (DFG at positions
507-509) are overlined in red. Nontruncat-
ing mutations identified in ARCA2 patients
(p-Tyr514Cys, p.Gly549Ser, and p.Thr584
del) are indicated with arrows.

(A) ClustalX sequence alignments of ADCK-
specific N-terminal domain.

(B) ClustalX sequence alignments of ADCK3-
ADCK4-specific C-terminal domain.

volved in coenzyme Q (ubiquinone)
synthesis on the basis of yeast and bac-
terial complementation groups of ubi-
quinone-deficient strains.'"** Patient
6 was previously reported to have
marked CoQ;o deficiency in muscle
(12.6 pg of CoQio/g of fresh tissue;
normal values 27.6 ng/g = 4.4);°
therefore, identification of ADCK3
mutations in this individual indicated
that ADCK3 is also involved in CoQ
synthesis in humans. To confirm this
result in the absence of muscle biop-
sies from the other patients, we ana-
lyzed CoQ;o levels and synthesis in
cultured skin fibroblast or lymphoblas-
toid cell lines from patients 3, 5, 6, and
7 and found moderate but significant
reduction in three (Table 2) and nor-
mal level in patient 3. In addition, be-
cause CoQpq is the electron carrier
from respiratory complexes I and II

to complex III, measuring of the combined activity of these

enzymes assesses endogenous pools of CoQ;o in mito-
chondria. These activities were significantly reduced in
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Table 2.

Coenzyme Q,o and Respiratory-Chain Enzyme Activities in ARCA2 Patients

Patient with Patient with PDSS2

Patient 3 Patient 5 Patient 6 Patient 7 (0Q2 Mutations® Mutations® Controls
CoQy levels in fibroblasts 69.0 36,9 = 6.5 29.7 NA 24.8 + 1.0 13.0 + 1.7 58.5 = 4.1n=15
(ng/mg-protein)
CoQyp levels in lymphoblasts  68.2 57.9 = 13.9 NA 48.5 + 2.9 NA NA 62.2 + 2.8, n=3
(ng/mg-protein)
CoQ biosynthesis assay in 4108 = 52 2825 2006 = 15 NA 1349 =+ 37 789 + 22 3569 + 255, n =5
fibroblasts® (CoQ;o DPM/
mg-protein/day)
CI+CIII/COX 11.82 6.99 7.76 NA NA NA 13.86 = 1.27,n =3
CI+CIII/CS 6.36 3.70 4.13 NA NA NA 8.03 = 0.67,n=3
CI+CIII/CS fold increase 1.88 2.15 2.47 NA NA NA 1.26 £ 0.07,n=3
after addition of CoQ,
CII+CIII/CS 0.46 0.37 0.24 NA NA NA 0.46 = 0.02,n =2
CIII/CS 0.65 0.83 0.62 NA NA NA 0.81 = 0.18,n =2

Abnormal values are shown in bold. When experiments were done more than once, values are given as means = standard error of the mean. The following
abbreviations are used: CI, complex I (NADH ubiquinone oxidoreductase); CII, complex II (succinate ubiquinone oxidoreductase); CIII, complex III (ubig-
uinol cytochrome ¢ oxidoreductase); COX, cytochrome c oxidase; CS, citrate synthase; CoQ,, coenzyme Q, (strong rescue by CoQ, is indicative of CoQ de-

ficiency); and DPM, decays per min.

2 This patient with 0Q2 mutations was previously described.
® This patient with PDSS2 mutations was previously described.’
¢ By incorporation of **C-PHB (parahydroxybenzoate).

the fibroblasts of patients 5 and 6 and moderately reduced
in those of patient 3. Moreover, addition of a short-chain
quinone analog increased significantly complexes I+I1I ac-
tivity in the fibroblasts of all patient tested, an indirect
demonstration of CoQ;q deficiency in these cells (Table
2). ADCK3 mutations were therefore associated with
CoQ; o deficiency, although the defect was very mild in un-
affected tissues of ARCA2 patients.

ADCK3 Belongs to a Superfamily of Ancestral Protein
and Nonprotein Kinases

ADCK proteins possess the conserved protein-kinase mo-
tifs?® corresponding to regions required for ATP binding
and for phosphotransfer reaction (the “universal core”
consisting of motifs I, II, VIb, and VII) but do not conserve
all of the usual kinase motifs (Figure 4A). In order to gain
insights on the origin of the ADCK proteins, we analyzed
the sequence of 61 prokaryotic and eukaryotic ADCK ho-
mologs and compared them to the sequence of 54 protein
kinases and 106 atypical kinases. On the basis of the phy-
logenetic analysis of the “universal core” of the ADCK ki-
nases (Figure 4B, and Figure S2 available online) and of
the absence of the classical C-terminal motifs (Figure 4A),
we propose that ADCKs belong to the so-called “atypical
kinases” of the protein-kinase-like superfamily described
by Scheeff and Bourne.'® This superfamily comprises
both nonprotein kinases, such as phosphoinositide and
choline kinases, and atypical protein kinases, such as the
actin and fragmin kinases (Figure 4B and Figure S2). The
ADCK family comprises five paralogs in human (ADCK1-
5). ADCK3 and ADCK4 are highly similar and appear to re-
sult from a gene duplication in vertebrates. In contrast,
ADCK]1, 2, and 5 have split from ADCK3 and 4 very early
during evolution because all eukaryotes and several, but
not all, gram-negative bacteria possess at least one repre-

sentative of each subgroup (Figure S2). Yeast ABC1/Coq8
is the ortholog of ADCK3 and 4, whereas bacterial UbiB
is more similar to the ADCK1-ADCKS subgroup. The “uni-
versal core” of ADCKs comprises a highly conserved lysine
that binds the alpha phosphate and two highly conserved
aspartates that bind the magnesium ions chelated by ATP.
Interestingly, the p.Tyr514Cys mutation in patient 6 is lo-
cated immediately after the second aspartate (DFG motif or
motif VII, Figure 4A), strongly supporting a pathogenic ef-
fect of this amino acid change. The p.Gly549Ser is located
outside the “universal core” but is highly conserved among
members of the ADCK3/ADCK4 subgroup (Figure 3), also
supporting a pathogenic effect of the p.Gly549Ser change
in patient 7. Gly549 is part of a C-terminal highly con-
served segment, which is divergent not only from the clas-
sical protein-kinase domain, but also among the different
subgroups of the ADCK family (Figure 4B and Figure S2),
suggesting that proteins from each subgroup support a
distinct function. On the other hand, all ADCK proteins
share a common N-terminal domain (with invariable
residues Lys276, Glu278, and GIn279; Figures 3 and 4A),
which is absent from all other protein and nonprotein
kinases and appears specifically related with ubiquinone
metabolism.

Nontruncating Mutations Introduced in the Yeast
ADCK3 Homolog Result in Impaired Respiration

For assessment of their pathogenicity, the three mutations
resulting in single-amino-acid change (p.Tyr514Cys;
p-Gly549Ser; and p.Thr584 del) were introduced on the
yeast coqg8 mutant background. Yeast coq mutants grow
on glucose but display impaired growth on nonferment-
able carbon source (ethanol and glycerol), indicating a de-
fect in respiration that can be rescued by exogenous CoQg
supplementation.?” They produce high levels of H,O,
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and display impaired oxygen consumption. The corre-
sponding missense changes and single-amino-acid dele-
tion (Phe372Cys, Gly407Ser, and Ser444del) were intro-
duced into a yeast COQ8 expression plasmid by site-
directed mutagenesis. Transformation of yeast Delcog8 by
mutant plasmids failed to restore growth on selective respi-
ratory medium, whereas the wild-type sequence did, con-
firming the deleterious nature of the mutations
(Figure 5A). Interestingly, replacement of Phe372 by the
homologous human amino acid Tyr (corresponding to
Tyr514) in the expression plasmid resulted in rescue
when transfected in the Delcog8 mutant (Figure SA), indi-
cating that these two aromatic residues are interchange-
able, a view also supported by their equal occurrence dur-
ing evolution at this position (Figure 3). Moreover,
oxygen consumption, H,O, production, and rescue by ex-
ogenous CoQg were similar in Delcog8 mutants and Del-
cog8 yeast transformed with plasmids carrying the deleteri-
ous missense mutations (Figures SB-5D). However, rescue
by exogenous CoQg was not as efficient in cog8 mutants
as in coq7 or coq2 mutants (Figure 5D), which are directly
impaired in ubiquinone synthesis.

& A
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ADCK
domains

Figure 4. Domain Organization and
Phylogeny of ADCK Proteins

(A) Motif conservation in typical protein
kinases and in ADCK proteins. Consensus
of the eight most conserved motifs of the
typical protein kinases are indicated on
top. Motifs that share homology with
ADCKs motifs are indicated in red. Consen-
sus of ADCK motifs are indicated below,
with amino acid positions corresponding
to human ADCK3. ADCK domains are de-
picted on the diagram as follows: blue rect-
angle, N-terminal domain conserved
among all members of the ADCK family
and containing the KxGQ motif; red ovals,
the position of the conserved kinase mo-
tifs; yellow rectangle, C-terminal domain
specific for each ADCK subgroups. The posi-
tion of single-amino-acid changes found in
ARCA?2 patients is indicated at the bottom.
(B) Phylogenetic tree of typical and atypi-
cal protein kinases. Typical protein kinases
are clustered in a single group. ADCK pro-
teins are clustered in four groups. The
UbiB group corresponds to the bacterial
ADCKs and to the chloroplastic bacterial-
like ADCKs. The following abbreviations
are used: PI4KII, phosphatidylinositol 4 ki-
nase type 2; AFK, actin-fragmin kinase;
Chak, TRP channel kinase; PIPK, Phospha-
tidylinositol Phosphate Kinase; and PI3K-
PI4K, phosphatidylinositol 3 and 4 kinases
and related protein kinases.
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Reduced Expression of the ADCK4 Paralog Correlates
with CoQ;¢ Deficiency in Fibroblasts

In order to test whether compensatory mechanisms regu-
late ADCK4 expression in the case of ADCK3 deficiency,
we compared ADCK4 mRNA expression by quantitative
RT-PCR in three patient fibroblasts and in four control fi-
broblasts. ADCK4 mRNA level was normal in patient 3
but, paradoxically, was mildly decreased in patients 5
and 6 (Figure 6). Because patient 3 fibroblasts had normal
CoQg levels and only moderately reduced complexes I+I11
activity compared to fibroblasts of patients 5 and 6 (Table
2), it appears that transcriptional downregulation of
ADCK4 parallels CoQ;q levels in patient fibroblasts. The re-
sults suggest that ADCK4, the closest paralog of ADCK3,
might also be involved in regulation of CoQ;, synthesis.
Further studies are needed to validate this observation
and assess its relevance in affected tissues.

Discussion

Familial cerebellar ataxia associated with muscle CoQ;q
deficiency was first reported in 2001.% Genes coding for
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Figure 5. Coq8 Null Yeast Phenotype Was Not Rescued by Transfection with Plasmids Carrying the Nontruncating Mutations Iden-
tified in ARCA2 Patients

(A) Serial dilutions of the wild-type AW303, the cog8 null mutant (Dcog8 = Delcog8), and the mutant transformed with yeast wild-type
€0Q8 or with yeast cog8 nontruncating mutations were spotted on rich glucose (YPD) and rich ethanol/glycerol (YPEG) plates. Growth on
nonfermentable carbon source (YPEG) was not restored by mutant cog8 but was rescued by the wild-type sequence and by the F372Y con-
struct corresponding to the replacement of F372 by the homologous human amino acid (Y at the human position 514).

(B) Oxygen consumption is impaired in cog8 null mutant (Dcog8) and in Dcog8 yeast transformed with plasmids carrying the deleterious
mutations.

(C) H,0, production is elevated in cog8-deficient strains. Impaired oxygen consumption and increased H,0, production are indicative of

respiratory-chain dysfunction.
(D) Exogenous coenzyme Q (CoQg) respiratory-growth rescue. Rescue was similar in Dcog8 strain and in Dcog8 yeast transformed with

mutated plasmids and was less efficient than rescue of cog7 and cog2 yeast mutants.

enzymes involved in CoQ synthesis were candidates for synthesis is a conserved pathway in all species. However,
this new form of ataxia. These genes have been identified the first human mutations reported in genes encoding
by analysis of yeast and bacterial complementation CoQ biosynthetic enzymes (PDSS1 and PDSS2 corre-
groups of ubiquinone-deficient strains designated coql- sponding to COQ1l and COQ2, catalyzing the first two
coq10 and ubiA-ubiH, respectively; all have at least one specific steps of CoQ synthesis) were identified in pa-
homolog in humans, supporting the concept that CoQ tients with severe infantile-onset encephalomyopathy,
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Figure 6. Absence of ADCK4 Induction in ADCK3-Deficient
Fibroblasts

ADCK4 mRNA levels in control fibroblasts (n = 4) and in pa-
tients 3, 5, and 6 fibroblasts were measured by quantitative
real-time PCR. Expression levels of ADCK4 in patients 5 and 6
were slightly reduced. This slight reduction was not dependent
on the type of housekeeping reference RNA used: (A) RPLPO (ri-
bosomal protein PO); (B) B-actin. Graphs represent means *+
standard deviation (SD) of two independent experiments per-
formed in duplicates.
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The patient reported mild subjective improvement,
and stabilization of the cerebellar ataxia was observed
on examination. In three families, the identification
of ADCK3 mutations was made solely on the basis
of the ataxic phenotype and without knowledge of
muscle CoQ;o level, indicating that ARCA2 corre-
sponds to a homogeneous syndrome, distinct from
syndromes due to direct enzymatic block of CoQ;q
synthesis. The milder presentation of ARCA2 patients
compared to patients with enzymatic block of CoQ;q
synthesis might be explained both by the redun-

renal failure, or both,®'” suggesting that direct impair-
ment of CoQ;q synthesis might not be associated with
the milder forms of cerebellar ataxia. In fact, muscle
CoQ;o deficiency was found in some patients with ataxia
with ocular apraxia type 1°° (AOA1 [MIM 208920]),
which thus became the first form of genetically defined
ataxia to be associated with partial ubiquinone defi-
ciency.*! The relationship between aprataxin, the nuclear
protein defective in AOA1, and muscle CoQ;( deficiency
is not known. To our knowledge, our identification of
mutations in ADCK3, homologous to yeast COQ8 and
to bacterial UbiB, documents for the first time that the
defect of a mitochondrial protein involved in CoQ;¢ syn-
thesis can cause an almost pure form of autosomal-reces-
sive cerebellar ataxia, which we named ARCA2. ARCA2
patients may be distinguished from other recessive
ataxias by the presence of cerebellar atrophy with history
of exercise intolerance in childhood and elevated serum
lactate at rest or after moderate exercise. After excluding
the index family, ARCA2 appears to be a rare cause of
ataxia among European, U.S., and North African patients.
The fact that we found ADCK3 mutations in a patient
with previously reported muscle CoQ;, deficiency® and
the fact that other ARCA2 patients had moderate CoQ;o
deficiency in their fibroblast or lymphoblastoid cell lines
suggest that ADCK3 is involved in CoQ synthesis, sup-
porting the view that ADCK3, COQS8, and UbiB are func-
tional homologs. CoQ;o deficiency in ARCA2 patients
raises the possibility of supplementation therapy. So
far, only one patient (patient 6)° has been treated with

dancy of ADCK members in the human genome

and by an indirect role of ADCK3 in CoQ;¢ synthesis.

An indirect, regulatory role is supported by the simi-
larity of the ADCKs with members of the superfamily of
the atypical kinases. This finding leaves open the possi-
bility that ADCK substrates might be protein or nonpro-
tein molecules, making their identification an even more
difficult task. The indirect role of ADCKs in CoQ synthe-
sis is also supported by the delayed rescue by exogenous
CoQg of the yeast mutant strain abcl/coq8, compared to
rescue of the coq2 or coq7 mutants, which are defective in
para-hydroxybenzoate-polyprenyl transferase and S5-de-
methoxyubiquinol hydroxylase, respectively.**** The de-
layed rescue of the abcl/cog8 mutants compared to coq2
or coq7 mutants suggests that ABC1/COQ8 may also act
downstream of CoQ production and may regulate addi-
tional pathways. Given the central role of CoQ in ATP
synthesis, it is tempting to speculate that ADCKs regulate
CoQ synthesis by phosphorylating substrates as part of
a feedback loop that controls the level of ATP produced.
In support of this hypothesis, it was observed that over-
expression of ABC1/COQS8 has the ability to rescue other
coq mutants. Indeed, overexpression of ABC1/COQ8 res-
cued the growth of coql0 mutant by doubling the
amount of mitochondrial coenzyme Q,** and it also sup-
pressed a missense mutant of cog9.>® Furthermore, in cog
mutants there is global depletion of COQ3, COQ4,
COQ6, COQ7, and COQY, which appear to be part of
a protein complex,?**® but not of COQS8, indicating
that it is not part of the complex but affects its stabil-
ity.>® Despite the independent identification of aarF-do-
main-containing kinases (ADCKs) in 1998,2%37 their sub-
strates have remained elusive. The identification of
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mutations in one ADCK member in cerebellar ataxia
patients will certainly stimulate research on this family
of ancestral kinases, in order to decipher the correspond-
ing regulatory network and its relation with CoQ biosyn-
thesis.

Supplemental Data

Two figures can be found with this article online at http://www.
ajhg.org/.
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Figure S1. Genotyping Results of the Genome-wide Scan in Family 1

The graphic interface (HomoSNP software) reveals shared regions of homozygosity in this consanguineous
family. Each panel represents the result of one chromosome indicated on the left of the top bar. Chromosome
pter to gter orientation is represented from left to right. Position of known recessive-ataxia genes is indicated by
vertical lines on the top bar of each panel. The following bars indicate individual results of the children
represented on the left. The regions with more than 25 consecutive homozygous SNPs are in dark blue. The four
affected siblings share a region of homozygosity by descent on chromosome 1q41-g42. We have verified that
the shared region of homozygosity on 3p is due to homozygosity of the mother who has transmitted one
haplotype to patients 1 and 3 and another haplotype to patients 2 and 4.

Page 2 of 3



AJHG, Volume 82

Figure S2. Phylogenetic Tree of Typical and Atypical Protein Kinases

Enlargement of Figure 3B showing SPTREMBL accession numbers. For the non-ADCK proteins, the amino
acid position of the kinase “core domain” used for sequence alignment is also indicated. The human ADCKSs are
as follows: ADCK1 = ADCK1, ADCK2 = Q7Z695, ADCK3 = CABC1, ADCK4 = Q96D53, ADCK5 =
Q3MIX3. The S. cerevisiae (yeast) ADCKs are as follows: ADCK1-5-like = YL253, ADCK2-like = YP109,
ADCK3-4-like = ABC1. The Jannaschia sp. (gram-negative bacteria) ADCKs are as follows: ADCK1-5 like =
Q28J17, ADCK3-4-like = Q28MMO. Several other alpha-, beta-, and gamma-proteobacteria (gram-negative
bacteria) also had one representative of each subgroup (ADCK1-5 and ADCK3-4; not shown).
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Endocannabinoid Metabolism

B- Manuscript 4: Targeted next
generation sequencing of a 12.5 Mb
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the ANO10 gene In patients with
autosomal recessive cerebellar ataxia
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A. Manuscript 3: Mutations in ABHD12 Cause the Neurodegenerative
Disease PHARC: An Inborn Error of Endocannabinoid Metabolism

5 familles d’origine algérienne analysées par puces affymetrix étaient liées au locus
SCARG décrit par Tranebjaerg en 2003 par I’analyse d’une seule grande famille consanguine
norvégienne avec 7 patients (Tranebjaerg et al., 2003). La présentation clinique de ces
patients a été décrite par Kavistad en 1985. La maladie se manifeste par un début précoce
autour de la premiere année de la vie avec un retard de la marche. Plus tard, une maladresse et
une hypotonie musculaire s’installent. La maladie reste trés peu progressive et aucune
déficience mentale ou signes neurologiques additionnels ont été observés au cours de son
évolution. L’IRM montre une atrophie cérébelleuse essentiellement vermienne. Le locus
SCARG6 chevauche avec le locus PHARC (pour Polyneuropathy, Hearing loss, Ataxia,
Retinitis pigmentosa and Cataract) localisé en 20p11.21-g12 et qui a été décrit plus
récemment (Fiskerstrand et al., 2009). Nous avons également identifié une famille émiratie
liece au méme locus (Figure supplémentaire S3 ; Manuscrit 3). Cette famille consanguine au
premier degré est composée de 10 membres: 3 atteints, 5 sains et les 2 parents. L’analyse des
marqueurs microsatellites sur I’ensemble des membres de la famille montrait une ségrégation
parfaite avec I’intervalle de 5,5 Mb identifié dans les familles Algériennes (LOD score de
cette famille est de 3.02 en faveur de la liaison), confirmant ainsi les résultats de liaison
obtenus par analyse de 1’effet fondateur dans les familles Algériennes.

Nous avons seéquencé 12 des 29 genes de cet intervalle et avons trouvé une délétion de 14Kb
incluant la région promotrice et la totalit¢ de I’exon 1 du géne ABHD12 chez la famille
émiratie (Figure supplémentaire S4 ; Manuscrit 3). Chez 4 des 5 familles algériennes liées a
ce locus, nous avons identifié une insertion de 7pb (c.846 852dupTAAGAGC;
p.His285Xfs1X) dans 1I’exon 9 (Figure supplémentaire S2; Manuscrit 3). En paralléle, une
mutation homozygote dans I’exon 3 du géne ABHD12 (c.337_338 delGAInsTTT;
(p.Aspl13PhefsX15) (Figure S2) a été identifiée par Fiskerstrand chez 8 patients norvégiens
dont 3 appartenaient a la famille PHARC de départ. Une mutation homozygote (c.1054C>T ;
p.Arg352X) a été aussi identifiée chez un patient d’origine franco-canadienne (Figure
supplémentaire S2 ; Manuscrit 3).

La présentation clinique des patients de ces 4 familles algériennes et de la famille émiratie est
similaire a celle du syndrome Refsum-like ou locus PHARC décrit par Fiskerstrand et
collegues en 2009 malgré une variabilité d’age de début et de séveérité trés importante

(Tableau 1; Manuscrit 3). L’absence de mutation chez la 5°™ famille algérienne suggére
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qu’elle pourrait correspondre au syndrome SCARG6. En effet, les 3 patients de cette famille,
clairement liée au chromosome 20q, ne présentent pas de neuropathie périphérique ni de signe
de Babinski qui sont des signes constants du syndrome PHARC.

Le gene ABHD12 code pour une o/p hydrolase dont 1’un des substrats pourrait étre le
2AG (2-arachidonylglycérol). ABHD12 est hautement exprimeé dans le cerveau (Figure 2;
Manuscrit 3). ABHD12 comporte un site catalytique sérine-histidine-aspartate responsable de
son activité. Le 2AG est synthétisé a partir du diacylglycérol membranaire (Figure 1.G;
Manuscrit 3). Il constitue un des deux principaux endocannabinoides du systéme nerveux qui
agissent sur les récepteurs des cannabinoides CB1 et CB2 et jouent un réle important dans la

plasticité synaptique et la neuro-inflammation.

En conclusion, 4 mutations délétéres dans le gene ABHD12 ont été identifiées chez 19
patients présentant le syndrome PHARC avec dysfonctionnement des systémes nerveux
central et périphérique et, de facon facultative, une altération des fonctions visuelle et
auditive. Ce tableau clinique est appelé Refsum-like en absence d’élévation du taux d’acide
phytanique et d’atteinte cutanée. Un taux normal d’acide phytanique pourra étre alors un

marqueur d’orientation biologique vers une mutation du gene ABHD12.

78



Please cite this article in press as: Fiskerstrand et al., Mutations in ABHD12 Cause the Neurodegenerative Disease PHARC: An Inborn Error of
Endocannabinoid Metabolism, The American Journal of Human Genetics (2010), doi:10.1016/j.ajhg.2010.08.002

REPORT

Mutations in ABHD12 Cause the Neurodegenerative Disease
PHARC: An Inborn Error of Endocannabinoid Metabolism

Torunn Fiskerstrand,!.12* Dorra H’'mida-Ben Brahim,211.12 Stefan Johansson,! Abderrahim M’zahem,3
Bjorn Ivar Haukanes,! Nathalie Drouot,2 Julian Zimmermann,* Andrew J. Cole,> Christian Vedeler,”
Cecilie Bredrup,® Mirna Assoum,2 Meriem Tazir, Thomas Klockgether,410 Abdelmadjid Hamri,3

Vidar M. Steen,” Helge Boman,! Laurence A. Bindoff,%7 Michel Koenig,2* and Per M. Knappskog!”

Polyneuropathy, hearing loss, ataxia, retinitis pigmentosa, and cataract (PHARC) is a neurodegenerative disease marked by early-onset
cataract and hearing loss, retinitis pigmentosa, and involvement of both the central and peripheral nervous systems, including demy-
elinating sensorimotor polyneuropathy and cerebellar ataxia. Previously, we mapped this Refsum-like disorder to a 16 Mb region on
chromosome 20. Here we report that mutations in the ABHD12 gene cause PHARC disease and we describe the clinical manifestations
in a total of 19 patients from four different countries. The ABHD12 enzyme was recently shown to hydrolyze 2-arachidonoyl glycerol
(2-AG), the main endocannabinoid lipid transmitter that acts on cannabinoid receptors CB1 and CB2. Our data therefore represent
an example of an inherited disorder related to endocannabinoid metabolism. The endocannabinoid system is involved in a wide range
of physiological processes including neurotransmission, mood, appetite, pain appreciation, addiction behavior, and inflammation, and
several potential drugs targeting these pathways are in development for clinical applications. Our findings show that ABHD12 performs
essential functions in both the central and peripheral nervous systems and the eye. Any future drug-mediated interference with this

enzyme should consider the potential risk of long-term adverse effects.

Inherited neurodegenerative diseases affecting both the
peripheral and central nervous systems and the eye can
be caused by a variety of metabolic disturbances. Mito-
chondrial dysfunction is a potent cause,'* arising either
from mutation in the mitochondrial genome—e.g.,
neuropathy, ataxia, retinitis pigmentosa (NARP, MIM
551500) and Kearns-Sayre syndrome (ophthalmoplegia,
retinal pigmentation, ataxia, and frequently peripheral
neuropathy, MIM 530000)—or from a mutated nuclear
gene. Friedreich ataxia (MIM 229300) and POLG-related
diseases (MIM 174763) are examples of the latter. Defects
involving peroxisomal metabolism, such as Refsum disease
(MIM 266500) and alpha-methylacyl-CoA racemase
(AMACR; MIM 604489) deficiency, also give rise to similar
phenotypes.?

Recently, in a Norwegian family we described a progres-
sive, autosomal-recessive, neurodegenerative disease that
we ascertained initially as a phenocopy for Refsum disease
(Figures 1A-1E). We named the disorder polyneuropathy,
hearing loss, ataxia, retinitis pigmentosa, and cataract, or
PHARC* (MIM 612674). The disease is slowly progressive,
with recognition of the first symptoms typically in the
late teens. Although the condition has similarities to Re-
fsum disease, patients do not have anosmia and both phy-
tanic acid levels and peroxisomal function are normal. We

mapped the disease to a 16 Mb region on chromosome 20.*
Subsequently, additional affected individuals in four coun-
tries were identified, and we used homozygosity mapping
to identify candidate regions for the mutated gene, fol-
lowed by sequencing of candidate genes.

For the present study, DNA was obtained from 19
persons affected with PHARC disease and from healthy
siblings and parents. The patients (10 females and 9 males)
had a mean age of 32.5 years (range 6-62 years) and origi-
nated from Norway (n = 8), Algeria (n = 7), the United
Arab Emirates (n = 3), and the USA (n = 1) (Table 1). In
the previously published Norwegian family, individuals
1.1 and 1.2 are siblings and 1.3 is their third cousin. There
are two affected siblings in families 2, 8, 9, and 10, and
three affected in family 6. The adults gave informed
consent to the investigation and publication of the results.
The healthy individuals were not subject to clinical inves-
tigation, whereas the affected individuals have all been
examined by neurologists, ophthalmologists, and otolo-
gists (Table 1). The study was approved of by the Regional
Ethics Committee of Western Norway and by the local
ethics committees of the University Hospitals of Bonn,
Constantine, and Algiers.

From the same region as the original Norwegian family
(family 1, Table 1),* we ascertained a further five,
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General Hospital, and Harvard Medical School, Boston, MA 02114, USA; ®Department of Neurology, Haukeland University Hospital, N-5021 Bergen,
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Neurodegenerative Erkrangungen (DZNE), D-53105 Bonn, Germany; !Service de Cytogénétique de Génétique Moléculaire et de Biologie de la Reproduc-
tion, CHU Farhat Hached, 4000 Sousse, Tunisia
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Figure 1.

Phenotype and Genotype of PHARC Patients with Genetic Disruption of the 2-AG-Hydrolyzing Enzyme ABHD12

(A-E) Main symptoms in PHARC patients are shown. A summary of the symptoms and findings in each case is given in Table 1.

(A) MRI scan of an American female aged 50 (case 7.1) showing cerebellar atrophy.

(B) Star-shaped cataract of the posterior pole of the lens in a Norwegian male aged 24 (case 4.1).

(C) Fundus of a Norwegian male aged 56 (case 1.2) showing bone-spicule-shaped pigment deposits in the mid-periphery, pallor of the

optic disc, attenuation of retinal vessels, and maculopathy.

(D) Audiogram of a Norwegian male aged 16 (case 5.1) showing sensorineural hearing loss of both right (red curve) and left (blue curve)

ear, around 60 dB in the higher frequencies.

(E) Signs of peripheral neuropathy with pes cavus and hammertoes in a Norwegian male aged 56 (case 1.2).

(F) The ABHD12 gene is located 25,223,379-25,319,477 bp from pter on the reverse strand of chromosome 20 (NCBI build 36.3). Two
isoforms containing the «/B-hydrolase domain have been identified, differing only in the last exon. The positions of the homozygous
mutations found in the families from the Emiraties (14 Kb deletion), Norway (c.337_338 delGAinsTTT), Algeria (c.846_852 dupTAA
GAGC), and USA (c.1054C>T) are indicated.

(G) 2-AG is formed nearly exclusively by the hydrolysis of diacylglycerol (DAG), catalyzed by DAG lipases (o or B). The main pathway for
formation of DAG from phospholipids is catalyzed by phospholipase C8 (PLCf). Several enzymes are responsible for the breakdown of
2-AG to arachidonate and glycerol. Although MAGL is responsible for 85% of the 2-AG hydrolysis in the mouse brain, ABHD12 and
ABHD6 may be important for hydrolysis in specific cell types and/or cellular compartments. 2-AG is also a substrate for the inducible
enzyme cyclooxygenase-2 (COX2), which is involved in neuroinflammation. COX2 converts 2-AG to the corresponding hydroperoxy

derivative, which is further metabolized to prostaglandin E2 glycerol ester by prostaglandin E2 glycerol ester synthase (PGE2S).

apparently unrelated, patients (including a brother and
sister, family 2) with suspected PHARC disease (family
2-5, Table 1). Homozygosity mapping was performed
with GeneChip 250K Nspl arrays (GEO accession number
GSE23151). The data were exported and treated for further
analysis by the programs GTYPE and Progeny Lab. Regions
of homozygosity were identified with the PLINK program?®.
All eight Norwegian patients from five families were homo-
zygous for overlapping parts of the previously published
16 Mb region on chromosome 20 (Figure S1, available on-
line), indicating distant relationship. The inclusion of
these five additional patients enabled us to refine the
candidate region to approximately 6.4 Mb (23,553,833-
29,936,849 bp from pter, NCBI build 36.3). Twenty-three

of approximately 60 genes in this region were sequenced,
and a homozygous indel mutation in exon 3 in the
ABHD12 gene (c.337_338 delGAinsTTT; Figure 1F
Figure S2) was identified in all eight patients. The reference
sequence for ABHD12 was NM_001042472.1. This frame-
shift mutation predicts the replacement of an asparagine
at codon 113 with phenylalanine leading to a downstream
premature stop codon (p.Asp113PhefsX15). The mutation
segregated fully with the disease in these families. We
screened 190 local healthy blood donors and found two
heterozygous carriers of this mutation, corresponding to
a disease incidence of approximately 1/36,000 in this pop-
ulation. This indicates that the frequency of PHARC in
Western Norway is comparable to, or may be even higher
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than, relevant differential diagnoses like Friedreich ataxia
and Refsum disease.

Concurrent mapping studies in one family from the
United Arab Emirates and four families from Algeria
were performed with Genechip 10K Xbal arrays followed
by analysis on selected individuals with the GeneChip
6.0 array (Affymetrix, Santa Clara, USA). Regions of
homozygosity were identified with the HomoSNP soft-
ware (Figure S3). These patients, initially diagnosed with
recessive ataxia, defined a 5.5 Mb linkage interval in the
20p11.21-q12 region on chromosome 20 (24,393,550-
29,940,293, NCBI build 36.3, Figure S1). Twelve of the
29 genes of this region were sequenced, and a 14 Kb dele-
tion (g.25,312,257_25,326,263 del14007insGG, NCBI
Ref.Seq: NC_000020.10) in ABHD12, encompassing the
promoter region and exon 1 of the gene (Figure 1F, Figures
S4A-S4C), was identified in the family from the Emirates.
No copy-number variations in this region have been re-
ported to the Database of Genomic Variants. The seven
patients in the four Algerian families were homozygous
for a 7 bp duplication in exon 9 (c.846_852 dupTAA
GAGC) in ABHD12 (Figure S2), which directly replaces
the histidine residue at codon 285 with a stop codon
(p-His285fsX1). Also in these families the mutation segre-
gated fully with the disease. Finally, a patient from the
USA of French-Canadian heritage with suspected PHARC
disease was found to be homozygous for a nonsense
mutation (c.1054C>T) in exon 12 in ABHD12 (Figure 1F,
Figures S1 and S2), leading to a predicted stop codon in
position 352 in the protein (p.Arg352X). The finding of
four different deleterious ABHD12 mutations in a total
of 19 patients with PHARC disease from four countries
clearly supports a causal genotype-phenotype relation-
ship.

The addition of several new families requires refinement
of our earlier clinical description.* The essential clinical
features are summarized in Figures 1A-1E and Table 1.
PHARC in the Norwegian patients, and in the single Amer-
ican patient, appears to be a slowly progressive disease with
recognition of the first symptoms typically in the teens.
Cataracts, hearing loss, and a predominantly demyelin-
ating peripheral neuropathy are present in all adult
patients (Table 1), whereas the presence and extent of
ataxia is variable. Retinitis pigmentosa typically presents
in young adult life (twenties or thirties), and electroretino-
grams in most patients show a rod-cone dysfunction. The
disorder in families from Algeria and the Emirates shows
an earlier onset of ataxia that has both central and periph-
eral characteristics (Table 1). No evidence of behavioral
disturbances or abnormalities related to appetite was de-
tected in our adult patients. Cerebral cortical function
appears to be spared, with only one patient having mental
retardation (case 9.1) and another epilepsy (case 7.1,
myoclonic seizures). Adult heterozygous carriers of
ABHD12 mutations do not have an obvious phenotype,
implying that their residual enzyme activity is sufficient
to avoid clinical symptoms.

Each of the four different ABHD12 mutations is inter-
preted as a null mutation that would either abolish or
severely reduce the activity of the encoding enzyme, o/p-
hydrolase 12 (ABHD12). PHARC may, therefore, be consid-
ered a human ABHD12 knockout model. The question also
arises whether less detrimental mutations may cause
various incomplete phenotypes. The serious and progres-
sive disease seen in our patients suggests that ABHD12
performs an essential function in the peripheral and
central nervous systems and in the eye. This is supported
by the high expression of ABHD12 in the brain, with
a striking enrichment in microglia (Figure 2), as shown
by our replotting of data from GNF Mouse Gene Atlas
V3. Expression is also high in macrophages. Currently,
the only known substrate for ABHD12 is the main endo-
cannabinoid 2-arachidonoyl glycerol (2-AG) (Figure 1G).
This compound has important functions in synaptic plas-
ticity®” and neuroinflammation.®® In acute ischemia
and/or excitotoxicity, 2-AG appears to have neuroprotec-
tive properties,”'! but the effects of long-term increased
levels of this metabolite have not been investigated.

The endocannabinoid signaling system is the focus of
increasing scientific interest, in part because of the poten-
tial for developing novel therapeutic agents.''™® The
system is tightly regulated and appears to be important
for many physiological processes including neurotrans-
mission, pain appreciation, appetite, mood, addiction
behavior, body temperature, and inflammation.!' Key
players in these pathways are the G protein-coupled
cannabinoid receptors CB1 and CB2 and their endogenous
ligands, endocannabinoids, as well as enzymes that
synthesize or hydrolyze these ligands.'* The most abun-
dant endocannabinoid, 2-AG, (Figure 1G) is formed on
demand from the membrane lipid diacylglycerol (by diac-
ylglycerol lipase o or B).'* Endocannabinoids act locally as
lipid transmitters and are rapidly cleared by hydrolysis.
Interestingly, our patients did not show overt cannabino-
mimetic effects.

Several enzymes are involved in 2-AG hydrolysis
(Figure 1G), and there is evidence that these enzymes are
differentially expressed in various cell types'” and cellular
compartments.”'®!” In the mouse brain, monoacylgly-
cerol lipase (MAGL) accounts for 85% of the hydrolase
activity,'"!” with additional contributions from ABHD12
and «/p-hydrolase 6 (ABHD6).'® The apparent paradox of
a purported minor role of ABHD12 in 2-AG hydrolysis
versus the serious PHARC phenotype in the brain and
eye suggests either that ABHD12 is of crucial importance
only in certain cell types'? or that it is also acting on a hith-
erto unknown substrate other than 2-AG. The finding that
microglial cells have a particularly high expression of
ABHD12, but very low levels of MGLL (encoding MAGL)
and ABHD6 (Figure 2), indicates that the former alternative
of differential cellular expression exists. Moreover, micro-
glia dysfunction is known to be involved in neurodegener-
ative diseases'® as well as in retinal dystrophies.'® Whether
ABHDI12 acts on more than one substrate is currently

15,16
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Table 1. Clinical Findings and Results of Investigations in the 19 Patients with PHARC Disease
Sensory and
Family/ Age (yr) Motor Neurography Sensorineural MR/CT Pyramidal Retinitis
Case and Sex Neuropathy and EMG Hearing Loss  Ataxia of Brain Tract Signs Pigmentosa ERG Cataract
Norway Mutation: ¢.337_338delGAinsTTT [p.Asp113PhefsX15]
1.1 62 F 38 years; pes cavus; Demyelinating Twenties No Normal No 38 years Rod-cone 28 years
sensory loss; absent polyneuropathy dystrophy
ankle reflexes
1.2 56 M 37 years; pes cavus Demyelinating Thirties 37 years; gait Normal Extensor plantar 37 years Rod-cone 37 years
from childhood polyneuropathy ataxia response at lower dystrophy
limbs; spasticity;
hyperreflexia
1.3 46 M 38 years; no pes Demyelinating From 43 years; gait Cerebellar Extensor plantar 46 years Rod-cone 25 years
cavus; sensory loss polyneuropathy childhood ataxia; upper limb atrophy response at lower dystrophy
distally intention tremor limbs; spasticity;
hyperreflexia
2.1 58 M 51 years; pes cavus; Demyelinating/ Twenties No? Cerebellar Extensor plantar 35 years Rod-cone 26 years
sensory loss; reduced  axonal atrophy response at lower dystrophy
tendon reflexes polyneuropathy limbs
2.2 54 F 53 years; pes cavus; ND Twenties No ND No 25 years Flat 25 years
normal sensibility;
reduced tendon
reflexes
31 36 F Pes cavus; normal Demyelinating Deaf by the Yes Atrophy of vermis Extensor plantar 36 years Rod-cone 32 years
sensibility; reduced polyneuropathy age of 10 and medulla response at right dystrophy
tendon reflexes in oblongata side; spasticity
lower limbs
4.1 24 M Pec cavus; Demyelinating Late in teens No Slight ventricular Indifferent plantar No Normal 15 years
hammertoes; reduced polyneuropathy assymmetry. response
tendon reflexes in No cerebellar
upper and lower limbs atrophy
5.1 16 M Pes cavus; reduced Demyelinating 13 years No Normal No No Normal 16 years
sensibility; reduced polyneuropathy (slight)
tendon reflexes in
upper limbs, absent
in lower limbs
The Emirates Mutation: 14 Kb deletion removing exon 1
6.1 24 M Pec cavus from Abnormal Deaf by the Mild Normal Indifferent plantar Twenties ND 15 years
childhood; absent age of 14 response
tendon reflexes
6.2 20 M Pes cavus from Demyelinating 6 years 2 years; gait, limb, Cerebellar Extensor plantar Yes ND Yes
age 4; absent polyneuropathy and speech ataxia; atrophy (age 3) response
tendon reflexes wheelchair-bound
from age 10
6.3 6F Absent tendon ND Yes Speech and limb Cerebellar Indifferent plantar No ND Yes
reflexes atrophy response
USA Mutation: c.1054C>T [p.Arg352X]
7.1 50 F 34 years; pes cavus; Abnormal 17 years 18 years; dysarthria; Cerebellar atrophy Flexor plantar Twenties ND 22 years

hammertoes;
sensibility slightly
reduced

gait ataxia; jerky eye
movements; tremor
in hands

Increased signal in
periventricular white
matter.

response; spasticity;
preserved reflexes
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Table 1. Continued

Sensory and
Family/ Age (yr) Motor Neurography Sensorineural MR/CT Pyramidal Retinitis
Case and Sex Neuropathy and EMG Hearing Loss  Ataxia of Brain Tract Signs Pigmentosa ERG Cataract

Algeria Mutation: c.846_852dupTAAGAGC [p.His285Xfs1X]

8.1 11 M Absent tendon ND No 3-4 years; limb and Cerebellar Extensor plantar No ND No
reflexes and gait ataxia; horizontal atrophy response at lower
moderate muscle nystagmus; limbs
weakness of lower dysarthria; dysmetria
limbs; normal upper and lower
sensibility limbs; delayed

walking at 15 month;
action and intention

tremor
8.2 10F Absent tendon ND No 4-5 years; gait ataxia ~ Vermian Extensor plantar No ND No
reflexes of lower atrophy response at lower
limbs; normal limbs
sensibility
9.1 44 M Pes cavus; sensory Demyelinating Yes 7-10 years; gait and Vermian Extensor plantar amblyopia ND
loss; absent tendon polyneuropathy limb ataxia; cerebellar atrophy response at lower
reflexes at lower dysarthria; dysmetria limbs; macroglossia
limbs; scoliosis at upper limbs with
adiadocokinesia; head
titubation
9.2 26 F Pes cavus; sensory Severe Deaf 4-9 years; gait and Vermian Extensor plantar Yes ND Yes
loss; reduced tendon  demyelinating limb ataxia; atrophy response at lower
reflexes at upper polyneuropathy horizontal nystagmus; limbs; tongue
limbs, and absent at moderate dysarthria; fasciculations
lower limbs dysmetria at upper
and lower limbs
10.1 26 F Pes cavus; sensory Severe 6 years 6-12 years; Normal Indifferent plantar No ND No
loss Absent tendon demyelinating gait and limb ataxia response
reflexes polyneuropathy
on nerve biopsy
10.2 19 F 12 years; pes cavus; ND No ND ND

sensory loss; absent
tendon reflexes at
upper and lower

limbs
11.1 32F Pes cavus; sensory Axonal Yes 16-20 years; gait Cerebellar Extensor plantar Decreased visual ND No
loss and absent polyneuropathy ataxia; dysarthria; atrophy response at lower acuity and
tendon reflexes at dysmetria at upper limbs amblyopia
lower limbs limbs

Data on patients from four different countries (11 families) are shown. All individuals in one family are siblings, except for 1.3, who is the third cousin of 1.1 and 1.2. All patients have polyneuropathy of demyelinating type and
sensorineural hearing loss (three patients are deaf), and nearly all adult patients have developed cataracts. Retinitis pigmentosa is typically recognized in the twenties or thirties. Ataxia is present in about half of the patients,
with cerebellar atrophy and pyramidal tract signs like spasticity and extensor plantar response. The onset of ataxia is highly variable, starting particularly early in the families from the Emirates and Algeria.
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Figure 2. Gene Expression of ABHD12, ABHD6, and MGLL in Mouse Tissues

This is a replot of a subset of the GNF Mouse GeneAtlas V3 data, provided by Lattin et al.>* The data are published online in the BioGPS
database under the alias GeneAtlas MOE430, and the NCBI GEO accession number is GSE10246. There is high expression of ABHD12,
ABHD6, and MGLL (encoding MAGL) in different brain tissues (dark green bars). The highest level of ABHD12 is found in microglia (red
bar, lower panel), and the expression is also high in the related cell types macrophages (red bars) and osteoclasts (light green bar). There is
scarce expression of both ABHD6 (mid panel) and MGLL (upper panel) in microglia, macrophages, and osteoclasts.

unknown, but many hydrolases have overlapping func-
tions, including MAGL, which is involved in lipolysis®’
as well as in hydrolyzing 2-AG.

Despite great interest in manipulating 2-AG hydrolysis
in vivo,®?! knockout animal models have not yet been
developed, and only recently a blocker of MAGL with
substantial effect in vivo was reported.”” Notwithstanding
this, inhibition of endocannabinoid hydrolases, including

ABHD12, has been suggested as a potential therapy for
neurodegenerative diseases such as multiple sclerosis.”'
However, the consequences of irreversible loss of
ABHDI12 function, as seen in our patients with PHARC,
may serve as a cautionary reminder that any potential
drug inhibiting this enzyme be thoroughly evaluated
with respect to the potential risk of severe long-term
adverse effects.
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In conclusion, mutations in the ABHDI12-gene causes
PHARC, a disease with serious dysfunction of the central
and peripheral nervous systems, as well as hearing loss
and impaired vision. Our findings have implications for
clinicians working with both children and adults and
suggest disrupted endocannabinoid metabolism as a cause
of neurodegenerative disease.

Supplemental Data

Supplemental Data include four figures and can be found with this
article online at http://www.cell.com/AJHG/.
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Figure S1.

Areas of homozygosity/haplotype sharing on chromosome 20 in individuals with
PHARC disease from 11 families

Panel showing regions of homozygosity pericentric on chromosome 20 in one
individual from each of the 11 families with PHARC disease from four countries. One
exception is family 1, where haplotypes for the third cousins 1.2 and 1.3 are shown. In
families with more than one affected sib (1, 2, 6, 8, 9 and 10), only one affected is
shown, as they shared identical haplotypes beyond the region of interest. Family 1 has
been described earlier (Fiskerstrand T, et al. Neurology. 2009 Jan 6;72(1):20-7.). The
ABHD12 gene is found 25.2-25.3 Mb from pter (dashed line). The haplotype regions
presented are created on the basis of information generated also from other family
members (not shown). Unique haplotypes have been given the same colour. All the
individuals in the Norwegian families are homozygous for parts of the same ancestral
haplotype (red), and this is also found in the Algerian families (ancestral haplotype in
yellow). The minimal common region of homozygosity (6.4 Mb) in the Norwegian
families is delineated by the affected persons in family 2 (on 20p, 23,553,833 bp from
pter) and in family 5 (on 20q, 29,936,849 bp from pter). This represents a genetic
interval of 1.4cM sex-averaged (52.3 - 53.7 cM, Rutgers Map Interpolator v.2). The
number of generations from present to the most recent common Norwegian ancestor
may be estimated to around 70 (Génin E et al. Ann Hum Genet. 1998 Sep;62:419-29),
thus this indel mutation is more than 1500 years old. In the Algerian families, the
minimal common region of homozygosity (6.1 Mb) is delineated by the affected
persons in family 8 (24,393,550 to 30,538,033 Mb from pter). In the Emirati family,

the minimal linkage region ranged from 23,295,553 to 29,940,293 Mb from pter. One



healthy sister was homozygous for the region ranging from 29,940,293 -37,449,930
Mb from pter (shown in lighter blue colour) , thus limiting the linkage region in this

family. All positions are given according to NCBI Build 36.3.
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Figure S2.

Three deleterious mutations in the ABHD12 gene.

The mutations found in the ABHD12 gene in the Norwegian (exon 3), Algerian (exon
9) and American (exon 12) PHARC patients are shown in the lower panels, with
respective wildtype sequences in upper panels. In the Norwegian family (left panels),
a homozygous indel mutation in exon 3 in the ABHD12 gene
(c.337_338delGAInsTTT) was identified in all eight patients (GATTT is marked on
the wildtype sequence). This frameshift mutation predicts the replacement of an
asparagine (D) at codon 113 with phenylalanine (F) leading to a downstream
premature stop codon (p.Asp113PhefsX15). The Algerian patients (middle panels)
were homozygous for a 7 bp duplication in exon 9 (c.846_852dupTAAGAGC), which
directly replaces the histidine (H) residue at codon 285 with a stop codon
(p.His285fsX1). A patient of French-Canadian heritage from USA (right panels) was
found to be homozygous for a nonsense mutation (¢.1054C>T, marked by arrow) in

exon 12, leading to a predicted stop codon in position 352 in the protein (p.Arg352X).
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Figure S3.

Genotyping Results of the Genome-wide Scan in Families 6 and 8-11.

The graphic interface (HomoSNP software) reveals shared regions of homozygosity
in the consanguineous families. Each panel represents the result of one chromosome
indicated on the left of the top bar. Chromosome pter to gter orientation is represented
from left to right. The green bars show individual results of the following patients
(from the top): 8.1, 8.2, father in family 9, healthy brother in family 9, 9.1, 9.2, 11.1,
10.1, 6.1, 6.2, 6.3, as indicated on the right in some panels. A white line separates
two bars from individuals of the same family. A black line separates two bars from
individuals of different families. The regions with more than 30 consecutive
homozygous SNPs for family 8 (Genechip 50K), and with more than 25 consecutive
homozygous SNPs for all other families (Genechip 10K), are in dark blue. Regions
with 20 to 24 consecutive homozygous SNPs are represented in purple (Genechip
10K). All affected individuals share a region of homozygosity by descent on

chromosome 20cen.
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Figure S4.

The 14 kb deletion in family 6.

A) Genomic organisation of the region deleted in family 6. The position of the
primers used to identifiy and delineate the deletion by PCR are indicated at the top.
The position of ABHD12 exon 1 and of the surrounding repeated elements are shown

in the middle (obtained from http://genome.ucsc.edu/). The position of the deletion

breakpoints are indicated by vertical arrows at the bottom. They fall within Alu
repeated elements (SINE).

B) Identification and delineation of the deletion involving exon 1 of ABHD12 in
family 6. Fragments containing exon 1 and portions of intron 1 of ABHD12 failed to
amplify from genomic DNA of patients 1 and 2, while they amplified from DNA of
the healthy brother and sister (carriers) and from unrelated individuals (controls);
similar results were obtained with ABHD12-GINSL1 intergenic sequences (not shown).
The junction fragment (jct fragt, 700 bp, overlapping the deletion) amplified from
genomic DNA of patients 6.1 and 6.2, and of the healthy carriers, but failed to
amplify from the controls, as the normal fragment would be 15 kb in size. SM: size
marker (size of exon 1 fragment : 200 bp, size of intron 1 fragment : 380 bp).

C) Sequence of the junction fragment overlapping the deletion and alignment with the
non-deleted telomeric (tel) and centromeric (cen) sequences. The sequences highly
similar between the tel and cen sequences correspond to Alu elements. The sequence
that is identical between the telomeric and centromeric Alu elements is underlined.
The breakpoints likely occurred at the two mismatching guanines (gg, in bold) which

were probably inserted during the non-homologous recombination.
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B- Manuscript 4: Targeted next generation sequencing of a 12.5 Mb
homozygous region reveals mutations in the ANO10 gene in patients with
autosomal recessive cerebellar ataxia.

Parmi les patients analysés par puce Affymetrix SNP, 3 patients d’une famille tzigane
consanguine présentaient une ataxie cérébelleuse débutant dans la 2°™ décennie, un léger
retard mental et des télangectasies sans augmentation du risque de cancer ni du taux d’a-
foetoprotéine. Le géne ATM était exclu en absence de la mutation fréquente chez les tziganes
(9010 _9037del28). La région d’homozygotie partagée la plus importante détectée par
I’analyse des puces SNP était sur le chromosome 3p23-p14.2. Les ADNs de la mere, de la
sceur saine, d’un demi-frére et d’une demi-sceur étaient disponibles. J’ai confirmé
I’homozygotie liée a la maladie au niveau du chromosome 3 par le génotypage des marqueurs
microsatellites sur les membres de cette famille mais ceci n’a pas permis de réduire

I’intervalle critique de 27,8 Mb (Figure 13).

En parallele, S. Vermeer et al. ont identifiés par une approche similaire, une famille
d’ataxie cérébelleuse localisée dans un intervalle de liaison inclus dans I’intervalle de liaison
de notre famille. Les 3 patients de cette famille hollandaise (Famille A, Manuscrit 4) ont une
ataxie avec un age de début entre 20 et 35 ans et I'’IRM montre une atrophie cérébelleuse

marquée (Figure supplémentaire S1. A et B; Manuscrit 4).

Vermeer et al. ont procédé a la capture d’exons de toute la région de 10,5 Mb partagée
par les 3 patients au locus 3p22.3-21.32 ainsi que 9 autres petites régions sur les chromosomes
1, 2, 3, 4 et 14 qui étaient identifiées par cartographie par homozygotie a I’aide des puces
Affymetrix 900K. Une mutation homozygote (c.1529 T>G; p.L510R) a été trouvée au niveau
du domaine DUF590 du géne ANO10 (Figure 1 ; Manuscrit 4). Une délétion de 2 paires de
bases au niveau de 1’exon 6 (c.1150-1151del) a été trouvée chez les patients de notre famille
B (Figure 2; Manuscrit 4) entrainant un décalage du cadre de lecture (p.Leu384fsX474)
(Tableau 2; Manuscrit 4). Deux mutations hétérozygotes composites ont été identifiées chez
les 2 patients d’une famille frangaise (c.1476+1G>T) et (c.1604del; p.L535X). ANO10 est
hautement exprimé dans le cerveau adulte en particulier au niveau des lobes frontal et
occipital et du cervelet (Figure 3; Manuscrit 4). ANO10 ou TMEM16K est un membre de la

famille des anoctamines qui comprend au moins 9 protéines possédant 8 domaines
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& f Z O B:l 4EI
B:l.1 B:l.2 ‘ B:1.3 -
Ll e o m
B:ll.1 B:ll.2 B:1I.3 B:Il.4 B:Il.5 B:Il.6

31,3 rs4131803 ND ND BB BB AB ND ND

31,41 159310968 ND ND BB BB AB ND ND

31,44 151495177 ND ND AA AA AA ND ND

32,02 rs901088 ND ND AA AA AA ND ND

33,66 D3S3518 184191 186178 191191 191191 191191 178191 178191

39,19 D353593 238240 238236 240240 ND 240240 236240 236240

42,44 D353685 237237 217235 237237 237237 237237 235237 235237

43,55 D353647 244242 246244 242242 242242 242242 244242 244242 | 1
43,93 D3s3597 283283 287287 283283 283283 ND 287283 287283 | )
44,58 D353624 174176 174176 176176 176176 176176 176176 176176 | | =
53,68 D351578 186164 164184 184184 ND 184184 184184 184184 §
54,07 D351588 250262 262250 250250 ND ND 250250 ND

55,42 D3S3719 295287 287299 299299 ND 299299 299299 299299

58,41 D353553 229229 229225 225225 ND 225225 225225 225225

59,14 rs1913157 ND ND AA AA AA ND ND

59,23 152165999 ND ND AA AA AA ND ND

59,24 rs10510805 ND ND BA AA AA ND ND

59,33 rs6780888 ND ND AB BB BB ND ND

Figure 13: Analyse de liaison en 3p23-p14.2 de la famille B par puces Affymetrix et marqueurs microsatellites

A. Région d’homozygotie partagée sur le chromosome 3p23-p14.2 entre les 3 patients de la famille B détectée par
I’analyse des puces Affymetrix 50K. La région homozygote est représentée en bleu. Chaque ligne correspond a un
individu

B. Analyse de marqueurs microsatellites confirmant la liaison de la maladie a ce locus. Les marqueurs microsatellites
génotypés ainsi que leurs positions génomiques sont indiqués sur la gauche et sont organisés du centromere vers le
télomeére. Les haplotypes parentaux homozygotes chez les 3 enfants atteints et présent chez la mére et 2 des enfants sains
sont représentés en gris. La région de liaison définie est de 27,8 Mb.



transmembranaires et un domaine DUF590 de fonction inconnue. Ce gene code

potentiellement pour un canal chlore activé par le calcium.

En conclusion, I’identification d’un nouveau géne d’ataxie récessive codant pour un
canal ionique souligne 1’hétérogénéité physiopathologique des ataxies. Le tableau clinique
chez les différents patients semble étre homogéne, avec atrophie cérébelleuse sévere, age de
début entre 13 et 45 ans (moyenne 24 ans) et réflexes ostéo-tendineux vifs sans signe de

Babinski et sans spasticité (Tableau 1; Manuscrit 4).
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Targeted Next-Generation Sequencing of a 12.5 Mb
Homozygous Region Reveals ANOT0 Mutations
in Patients with Autosomal-Recessive Cerebellar Ataxia
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Autosomal-recessive cerebellar ataxias comprise a clinically and genetically heterogeneous group of neurodegenerative disorders. In
contrast to their dominant counterparts, unraveling the molecular background of these ataxias has proven to be more complicated
and the currently known mutations provide incomplete coverage for genotyping of patients. By combining SNP array-based linkage
analysis and targeted resequencing of relevant sequences in the linkage interval with the use of next-generation sequencing technology,
we identified a mutation in a gene and have shown its association with autosomal-recessive cerebellar ataxia. In a Dutch consanguineous
family with three affected siblings a homozygous 12.5 Mb region on chromosome 3 was targeted by array-based sequence capture. Prior-
itization of all detected sequence variants led to four candidate genes, one of which contained a variant with a high base pair conserva-
tion score (phyloP score: 5.26). This variant was a leucine-to-arginine substitution in the DUF 590 domain of a 16K transmembrane
protein, a putative calcium-activated chloride channel encoded by anoctamin 10 (ANO10). The analysis of ANO10 by Sanger sequencing
revealed three additional mutations: a homozygous mutation (c.1150_1151del [p.Leu384fs]) in a Serbian family and a compound-
heterozygous splice-site mutation (c.1476+1G>T) and a frameshift mutation (c.1604del [p.Leu535X]) in a French family. This illustrates
the power of using initial homozygosity mapping with next-generation sequencing technology to identify genes involved in autosomal-
recessive diseases. Moreover, identifying a putative calcium-dependent chloride channel involved in cerebellar ataxia adds another
pathway to the list of pathophysiological mechanisms that may cause cerebellar ataxia.

Autosomal-recessive cerebellar ataxias are a heterogeneous
group of rare neurodegenerative disorders in which progres-
sive spinocerebellar ataxia, due to involvement of the cere-
bellum, brainstem, and/or spinocerebellar long tracts, is
the key feature. Clinically, patients are characterized by
gait and balance impairment, upper limb coordination
problems, and impairment of speech, swallowing, and eye
movements. The overall prevalence is estimated to be
around five to six per 100,000.! Autosomal-recessive cere-
bellar ataxias are often associated with other neurological
(e.g., polyneuropathy, spasticity) or nonneurological (e.g.,
cardiomyopathy, cataract) symptoms and can thus lead to
complex phenotypes. Most autosomal-recessive ataxias
have an early onset age, formerly defined as < 20 years of
age, but some have been shown to begin much later. In
contrast to the rapidly increasing number of genes involved

in the autosomal-dominant cerebellar ataxias, the molec-
ular background of the recessive cerebellar ataxias has
been only partly elucidated. Many patients with a recessive
ataxia are therefore still left without a molecular diagnosis.

Here, we describe the identification of a gene involved in
autosomal-recessive cerebellar ataxia, with downbeat
nystagmus and involvement of lower motor neurons as
additional clinical features. The gene was identified in
a Dutch remotely consanguineous family (Figure 1A).
The current study was approved by the Medical Ethics
Committee of the Radboud University Nijmegen Medical
Centre. Written informed consent to participate in the
study was obtained from the patients and their partici-
pating relatives (and all other patients described in this
paper). All three affected siblings from this family dis-
played impaired coordination of limbs and gait with an
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Figure 1. Identifcation of ANO70 Mutation in the Dutch Family
A with Autosomal-Recessive Cerebellar Ataxia

(A) Pedigree for the Dutch family A together with the segregation
of the mutation identified in this family. M1/M1 indicates homo-
zygous carriers of the p.Leu510Arg mutation, and M1/+ indicates
heterozygous carriers. The proband is indicated by an arrow.
Unfortunately, DNA was not available for individual A:V.3.

(B) Coverage histogram of ANO10. Upper part: Sequence-read
histograms uploaded to the UCSC Genome Browser display the
sequencing depth of all exons of ANO10. Tracks displayed: scale,
chromosomal position, read depth histogram per bp (between
0 and 60-fold coverage; higher than 60-fold coverage is not dis-
played), RefSeq gene track, highly conserved elements (Phast-
Cons Placental Mammal Conserved Elements, 28-way Multiz
Alignment). Lower part: Next-generation sequencing-read
coverage of ANO10 exons 8-10. Tracks displayed: scale, chromo-
somal position, individual 454 sequencing reads, RefSeq gene
track.

(C) Mutation visualization in the IGV browser. Individual reads
overlapping with the mutation are displayed. Seventeen of eigh-
teen reads show the homozygous mutation at genomic position
chr3:43571913 (the reads are mapped and displayed on the +
strand).

(D) Verification by Sanger sequencing of missense mutation
c.1529T>G (p.Leu510Arg) in ANOIO (accession number
NM_018075.3).

(E) Sequence comparison of ANO10 in different species. The
amino acid that is mutated in the Dutch family is depicted, indi-
cated by an arrow. The amino acid is highly conserved
throughout different species, including the fruit fly.

onset between 20 and 35 years. Neurological investigation
revealed a gaze-evoked downbeat nystagmus with hyper-
metric saccades, dysarthric speech, and brisk knee reflexes.
Mild atrophy of the upper part of the lower limbs with
fasciculations was observed in two of the three affected
siblings. These two also had evidence of lower motor
neuron involvement on electromyography (Table 1). In
all three affected siblings, brain imaging displayed marked
cerebellar atrophy with normal supratentorial structures
(Figure S1, available online).

Homozygosity mapping using a 10K SNP array identified
five homozygous regions on chromosomes 3, 6, 10, 12,
and 16. Only the region on chromosome 3 was confirmed
by further fine mapping with short tandem repeat markers,
which showed a locus of approximately 10.5 Mb on chro-
mosome 3p21.32-p22.3 with a LOD score of 3.6 in this
Dutch family. This locus could be further confirmed and
fine mapped with the use of a 6.0 SNP array (Affymetrix)
interrogating over 900,000 SNPs. The multipoint LOD
score calculations and haplotype analysis were performed
with GeneHunter (version 2.1, release 5.05) in the easy-
LINKAGE software package and Haplopainter software.
Within the major locus more than 80 genes are located,
of which 15 candidate genes were sequenced by traditional
Sanger sequencing, selected on the basis of their known
function and cerebellar expression. No mutations could
be identified in these genes. Subsequently, we targeted
the entire 12.5 Mb region on chromosome 3, as well as
nine smaller homozygous regions on chromosomes 1, 2,
3, 4, and 14, for array-based sequence capture followed
by next-generation sequencing (Table Sla). The array
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Table 1. Clinical Features of Patients with Recessive Cerebellar Ataxia and Mutations in ANO10
Patient A:VIL1 A:VIL.2 A:VIL3 B:l.3 B:1l.4 B:Il.5 C:i1 ci.3
Age 50 48 47 42 39 35 60 55
Sex M M F F F M F F
Age at onset 25 20 32 15 15 13 45 25
(yrs)
Age at 50 48 47 42 39 35 57 49
assessment
Mental no no no yes (mild) yes (moderate) no no no
retardation
Ocular downbeat downbeat downbeat  horizontal horizontal horizontal saccadic pursuit, multidirectional
pursuit nystagmus nystagmus nystagmus  and and vertical nystagmus nystagmus nystagmus
vertical nystagmus
nystagmus
Saccades hypermetric ~ hypermetric, hypermetric hypermetric, no hypermetric, no slow saccades
slow (vertical) mild mild
Cerebellar moderate moderate mild moderate mild moderate moderate moderate
dysarthria
Gait ataxia moderate moderate mild moderate moderate moderate severe moderate
Appendicular moderate moderate mild mild mild mild moderate moderate
ataxia
Tendon increased increased increased increased increased increased increased increased
reflexes: UL triceps
Tendon increased increased increased increased increased increased increased increased
reflexes:
LL (knee)
Tendon increased normal increased increased normal normal increased increased
reflexes:
LL (ankle)
Plantar extensor normal normal normal normal normal normal normal/
responses Babinski
Other cold and wasting and  cold and inspiratory  pes cavus fasciculations mild lower episodic
features blue toes fasciculations blue fingers stridor leg muscles.  limb spasticity, diplopia,
proximal leg  and toes inspiratory slight rest tremor, pes cavus
muscles, stridor and pes cavus
cold and blue vocal cord
fingers paresis
and toes
EMG motor neuron motor not not done not done motor neuron not done normal
involvement neuron done involvement
involvement
Cerebellar severe severe severe severe severe severe not done severe
atrophy seen
on MRI or CT
Tortuosity of absent absent absent present present present absent absent
conjunctival
vessels

design included all known exons, untranslated regions
(UTRs), microRNAs, and highly conserved regions (Phast-
Cons Conserved Elements, 28-way MostCons Plac
Mammal Multiz Alignment, LOD score > 100) for all
homozygous regions.>* An additional 30 base pair (bp)
sequences flanking all exons were added to the regions
that were captured on the array so as to enable the detec-
tion of splice-site mutations. Targets smaller than 250 bp,
which is, based upon our experience, the minimum size
for the DNA capture protocol used, were enlarged by ex-

tending both ends of the region. The targeted sequences
comprise 1,905,376 bp in total (Table S1b), and include
1245 exons from 117 RefSeq genes and 187 UCSC genes,
as well as seven microRNAs and noncoding RNAs. After
stringent probe selection by NimbleGen (Roche Nimble-
Gen, Madison, WI, USA) (uniqueness tested by Sequence
Search and Alignment by Hashing Algorithm [SSAHA]),
a total of 2,178,492 bases (Table S1c) were represented on
an array, with 385,000 oligonucleotide probes targeting
the regions of interest. Sequence capture was performed
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Table 2. Overview of the Mutations Identified in ANOT0

No. of Affected Siblings Mutation

Mutation Frequency in

Family Proband with the Mutation (cDNA Level) (Protein Level) Control Alleles
A VIL.1 3 c.1529T>G/c.1529T>G p-Leu510Arg (homo) 0/300
B 1.5 3 ¢.1150_1151del/ ¢.1150_1151del p-Leu384fs (homo) 0/300
C 1.3 2 c.1476+1G>T/c.1604del #/p.Leu535X (hetero) 0/300

@ The effect of the splice-site mutation at the protein level has not been studied

in accordance with the manufacturer’s instructions (Roche
NimbleGen), with the use of the Titanium optimized
protocol. In brief, 5 ug of genomic DNA of the proband
(Figure 1A) was used in the preparation of the DNA library
for sequence-capture hybridization. A final amount of 3 pg
prehybridization ligation-mediated-PCR-amplified DNA
was hybridized to the customized array, eluted after 72 hr
of hybridization, and amplified by posthybridization
LM-PCR. The amplified captured sample was then used
as input for emulsion PCR amplification and subsequent
sequencing with the use of a Roche 454 GS FLX sequencer
with Titanium series reagents.

The sample was sequenced by using one-quarter plate of
a Roche sequencing run, yielding 83.7 Mb of sequence
data. Approximately 95.0% of the sequence data mapped
back to unique regions of the human genome (hgl8,
NCBI build 36.1), with the use of the Roche Newbler soft-
ware (version 2.3). Of all mapped reads, 93.5% were
located on or near the targeted regions (i.e., within
500 bp proximity) (Table S2). This was sufficient to reach
an average of 32-fold coverage for all target regions. For
the region of interest, less than 1% of all targeted
sequences were not covered, and only 4.2% of the target
sequence was covered fewer than ten times (11% was
covered less than 15-fold).

The Roche software detected a total of 3917 high-con-
fidence variants, identifying the variant in at least three
reads. We used a custom-made data analysis pipeline as
described by Hoischen et al.® to annotate detected variants
with various types of information, including known SNPs,
amino acid substitutions, genomic location, and evolu-
tionary conservation. A total of 3352 variants were found
to correspond to known SNPs, and 169 variants overlapped
with a known polymorphic region (dbSNP130) and were
therefore considered not likely to be disease-causing
variants. Of all remaining 396 variants, there were three
potential splice-site variants, two synonymous coding vari-
ants, and five nonsynonymous coding variants; of these
ten variants, only four were called as homozygous variants
(i.e., > 80% variant reads) (Tables S2 and S3). Of the four
remaining candidates, only two variants were conserved
during evolution,® one of which had previously been re-
ported in our internal variant database in a patient with
a different disorder. The remaining single candidate was
a homozygous T>G change in ANOI0 that was highly
conserved (phyloP score: 5.26) and also scored high on
the Grantham scale (145) (Table S3).

ANO10 consists of 13 exons, 12 of which are coding,
spanning 2734 bp and 660 amino acids (NM_018075.3).
All exons of ANO10 were covered by sequence reads from
the targeted next-generation sequencing experiment
(Figure 1B). The homozygous T>G change at position
1529 that was detected by next-generation sequencing
occurred in exon 10 and is predicted to result in an amino
acid substitution of leucine by arginine at codon 510
(p-Leu510Arg). The mutated nucleotide (at position
g.43,571,913; hgl8, NCBI build 36.1) was covered by
18 unique sequence reads. In 17 reads, the mutant
allele was detected, indicating that the mutation is present
in a homozygous state (Figure 1C). The c.1529T>G
(p-Leu510Arg) mutation was confirmed by conventional
Sanger sequencing and cosegregated with the disease in
this family (Figures 1A and 1D). The mutation was not
present in over 300 control alleles (Table 2). This residue
is conserved across multiple vertebrate species (Figure 1E)
and is located in the DUF590 domain, a domain of
unknown function.

Next, we analyzed this gene by conventional Sanger
sequencing in a consanguineous family (family B) with
three affected siblings of Romani ethnic origin from Serbia
(primer sequences are listed in Table S4). In family B an
independent linkage analysis was performed, and the
candidate region overlapped with the whole region in
the Dutch family initially studied (data not shown).
A homozygous 2 bp deletion (TT) at position 1150
(c.1150_1151del) was identified, leading to a frameshift
(p-Leu384fs) in exon 6 (Table 2). This frameshift mutation
cosegregated with the disease in this family (Figure 2) and
introduces a stop codon at position 474. The mutation
was not present in the dbSNP130 database and was not
detected in over 300 control alleles. The affected siblings
in this second cerebellar ataxia family also manifested
tortuosity of conjunctival vessels and intellectual disability
in two siblings (Table 1). Furthermore, ANO10 mutation
analysis was performed in a large cohort of 282 index
patients with cerebellar ataxia with presumable auto-
somal-recessive inheritance. In most patients of this
cohort, Friedreich ataxia (FA [MIM 22930]) had already
been excluded by mutation analysis of FRDA. Two com-
pound-heterozygous mutations, a splice-site mutation in
exon 9 (c.1476+1G>T) and a nonsense mutation in
exon 10 (c.1604del [p.Leu535X]), were identified in a single
family (family C) with two affected siblings of French
descent (Figure 2). The phenotype of these patients is
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Figure 2. Pedigree Structure of Two Additional Families, B and C

Pedigrees for family B, from Serbia, and family C, from France,
together with the segregation of the mutations identified in these
families. M2/M2 indicates homozygous carriers of the p.Leu384fs
mutation, and M2/+ indicates heterozygous carriers, whereas +/+
indicates individuals with two wild-type alleles. M3/M4 indicates
compound-heterozygous carriers for the c.1476+1G>T and the
p-Leu535X mutations, and M4/+ indicates heterozygous carriers
for the p.Leu535X mutation.

For family B, the degree of consanguinity is not known. Unfortu-
nately, DNA was not available for individual C:I.1.

almost identical to the phenotype of the Dutch family
(Table 1). An overview of the mutations identified in
ANOI10 is presented in Table 2. So far, we have identified
29 different SNPs in this gene.

In adult tissues, ANO10 has the highest expression in the
brain, as shown by quantitative PCR (qPCR) (Figure 3A).
Medium expression levels were found in the retina and
heart, and low expression levels were found in other tissues
tested. Comparing the ANO10 expression levels between
several adult brain areas showed the highest expression
levels in the frontal and occipital cortices and in the cere-
bellum (Figure 3B). In addition, we found that the expression
of ANO10 in the fetal brain is lower than in the adult whole
brain, indicating a specific function for ANO10 in the adult
mature brain and especially in the cerebral cortex and the
cerebellum, rather than in brain development, although
arole of this gene in brain development cannot be excluded.
The expression profile is consistent with the relatively late
onset of ataxia. However, ANO10, as well as ANO2 (MIM
610109) and ANOS8 (MIM 610216), were detected with
similar distributions in the mantle layer of the neural tube
and in the dorsal root ganglia at embryonic day 14.5 in
murine embryos.” Furthermore, expression studies during
cephalic development in the mouse seems to show embry-
onic expression of ANO10 during brain development.®

18

16 |

14 |

12 4

Fold change

Fold change

Figure 3.
by qPCR
(A) Expression of ANO10 in different adult tissues, with the high-
est expression seen in the brain.

(B) Expression of ANO10 in different brain tissues, with the high-
est expression seen in the adult cerebellum and frontal and
occipital cortices.

Expression of ANO10in Different Human Tissues, Seen

ANO10, also known as TMEM16K (transmembrane
16K), is a member of the human anoctamin (ANO) family,
which comprises at least nine other proteins, all exhibiting
eight transmembrane domains and a DUF590 domain
of unknown function.”'® Only very recently, it was
proposed that some or all of the anoctamin genes code
for cell- and tissue-specific calcium-activated chloride
channels.'~!* In murine tissues, ANOI0 is predominantly
expressed in epithelial cells next to ANOI (MIM 610108),
ANO6 (MIM 608663), ANO7 (MIM 605096), ANOS, and
ANO9, whereas ANO2, ANO3 (MIM 610110), ANO4 (MIM
610111), and ANOS (MIM 608662) expression seem
common in neuronal and muscle tissues. On the basis of
results of the functional studies done by Schreiber et al.,
it appears likely that different anoctamins interact with
each other.'!

It is known that calcium-activated chloride channels
have important physiological functions, including, among
others, regulation of neuronal excitability.'"* Whether
ANO10 really codes for a calcium-regulated chloride
channel remains to be confirmed. In the phylogenic tree
of anoctamin genes, ANO1 is the member most distant
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from ANOIO0. A total of ~25 amino acids are missing from
the region coding for the reentrant loop between TMS5 and
TM6 in ANO10, compared to ANO1,'® possibly blocking
the proper formation of a channel. It is also possible that
the ANOI10 product can function only in combination
with other anoctamins to form heteromeric channels.
Notwithstanding this, it is tempting to speculate that
ANO10 indeed encodes a (subunit of a) calcium-regulated
chloride channel. Deranged calcium signaling in Purkinje
cells is one of the major mechanisms causing cerebellar
ataxia.'>'® Several products of known ataxia-associated
genes, such as calcium pumps and voltage-gated sodium
or potassium channels, may increase or dampen calcium-
signaling pathways in Purkinje cells.'”%° It could well be
that the ANOIO product, which is postulated to be
a calcium-dependent chloride channel, is also a player
influencing calcium signaling in Purkinje cells, and
a dysfunctional or absent ANO10 product may cause cere-
bellar ataxia via this mechanism. The identification of
a putative chloride channel involved in a relatively pure,
nonepisodic cerebellar ataxia may thus shed new light
on the pathological mechanisms leading to cerebellar
degeneration. Different molecular pathways, such as mito-
chondrial- and DNA-repair dysfunction, are already known
to be involved. As mentioned, in autosomal-dominant
cerebellar ataxias, involvement of calcium, sodium,
and potassium channels has been demonstrated.'??!%
However, to our knowledge, the involvement of a
(calcium-activated) chloride channel in a cerebellar neuro-
degenerative disease has not yet been reported. Chloride
channels are known to be involved in other diseases,
such as myotonia congenita (MIM 160800 and MIM
255700), Dent disease (MIM 300009), cystic fibrosis
(MIM 219700), and Bartter syndrome (MIM 602522).23-2¢
At present, however, the basic function of ANO10 is
poorly understood, and so far most functional studies of
anoctamins have been performed with ANO1.

Dominant mutations in ANOS5 (also known as GDDI)
have been associated with a rare skeletal disorder called
gnathodiaphyseal dysplasia (GDD [MIM 166260]).>
Recently, recessive mutations in ANOS have been identi-
fied in patients with limb girdle muscular dystrophy type
2L (LGMD2L [MIM 611307]) and distal nondysferlin
Miyoshi myopathy (MMD3 [MIM 613319]).%% So far, no
other members of the anoctamin gene family have been
associated with genetic diseases in human.

In conclusion, we have identified mutations in ANO10
associated with autosomal-recessive cerebellar ataxia.
This report illustrates that the combination of homozy-
gosity mapping together with targeted array-based
sequencing is a powerful tool for identifying causative
genes for autosomal-recessive diseases. Mutations in
ANOI10 have so far been identified in three different
families, with a total of eight patients, originating from
the Netherlands, Serbia, and France. The phenotype of
the patients is fairly similar (Table 1). Additional functional
studies are to be awaited in order to understand how

dysfunction of the ANOI0-encoded putative chloride
channel results in cerebellar ataxia.

Supplemental Data

Supplemental data include one figure and four tables and can be
found with this article online at http://www.cell.com/AJHG/.
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Supplementary

Total bp targeted

1905376

Table S1d

Total bp tiled

2178492

Supplementary Table 1.
Table Sla
Chromosome | start end size
Chr.1 77,105,773 78,116,669 1,010,896
Chr.1 91,918,489 93,199,672 1,281,183
Chr.2 140,705,465 142,605,740 1,900,275
Chr.3 17,173,658 17,869,885 696,227
Chr.3 32,123,105 33,009,854 886,749
Chr.3 34,355,326 44,599,977 10,244,651
Chr.3 78,729,077 80,456,380 1,727,303
Chr.3 126,284,169 127,489,262 1,205,093
Chr.3 131,245,012 131,313,041 68,029
Chr.4 147,394,586 147,692,007 297,421
Chr.14 59,132,446 59,624,078 491,632
Sum 19,809,459
Table S1b
Chromosome | start end size
Chr.3 33013104 34350380 1337277
Table Slc




Table S2

Coverage statistics

Variant statistics

Total number of mapped bases 109,790,683 Number of variants detected 3917
0
o bases mapped to or near (500bp) 93.50% Known SNPs (dbSNP130) 3521
targets
Average coverage of the targets 32.28x Novel variants 396
' of those:
% targets covered at least 1x 99.01% Splice site (SS) or coding variants 10
% targets covered at least bx 98.48% Non synonymous (NS) or SS
% targets covered at |east 10x 95.80% Homozygous SS or NS 4
% targets covered at |east 15x 89.77%
% targets covered at |east 20x 79.66%
Table S3
. % Ref  Mut
Chr Position Ref Var var Gene Gene Id AA  AA PhyloP  Grantham
chr2 1.41E+08 A 89 LRP1B NM_018557 SS 0.40 0
chr3 36754018 C G 98 DCLK3 NM_033403 R S 0.24 0
chr3 43571913 A C 94 ANO10 NM_018075 L R 5.26 145
chr3 43718918 G T 100  ABHD5 NM_016006 R L 2.65 102




Table S4

Exon Forward (5' > 3) Reverse (5' > 3) Amplicon Lenght (bp)
1 TACGATCGCCCAGTGAGG GCTCTGTGGCTGCAAGG 340
2 TGCTTTTATCTTGGAAGCCAG GGGAGGCTGAGCATACAGTG 327
3 AAAGAACTGCCATCCCTAATG AAAAAGTTTGCTGATCCCTGA 457
4 CATACTGCTTTCTGCTCATTGG ATTTTCATGTACAATGTTAGGGC 744
5 TGAAGCGTATCATGCACAATC ATATCTGCCCAAGGGAGCTG 275

6-1 |AGGGTTGAATGATCCCCAC AAATGCGCAACTGTCTCTTG 459
6-2 [AACATGACCTACAGGTGGGG TGTGAATCCCATGATCTAGGC 435
7 GACTGAGGCTCTGATGTTGG TCAATCCTTGCCTATTTGCAC 304
8 [|AGGCTGGGAGCTGTAGACTG GCATAATACACAATGCCATTCC 399
9 GAAACACCATTCTAACACCTAGC |AGCAGTGCTTCAATGCAAAG 569
10 [AGAGGCCACAGCTTTGATTAG TTTCCCTGTCATAACACCTCG 341
11 |AGGATGAGGAAATATGGAAGC |TTGCTCAATTGTCAGTCATGG 290
12 GGCCTGCTTGGTCTTTGATAC TCCTGAACTGGAGTCCTCTG 404
13-1 [GCTTCCACAGAGAGCAGAGG ACTGCTATGAGGGGAACGTG 490
13-2 |CCTTCTCAGTTTCGCAGTGG ATCTCACCGCTCCACCTTC 499




Legends to supplementary figures
Figure S1. Magnetic resonance imaging of one of the affected patients displaying marked diffuse

cerebellar atrophy both on saggital (A) and axia (B) images.

Table S1. Target regions of the two different arrays.

la Target regions of second array, current study.

1b. Target regions of first IMb array, previous study (Hoischen et al. 2010).
1c. Base pairsthat were targeted on the second array.

1d. Total base pairs targeted after probe selection on the second array.

Table S2. Genera statistics of the sequencing run.
Left side: statistics on the sequence coverage. Right side: statistics on the detected variants by the
Roche 454 software. Known SNPs are only variants with the exact nucleotide change as described in

dbSNP.

Table S3. Overview of variants after initial prioritization.

Columns are from left to right: chromosome (Chr), position of the variant (Position), reference allele
on the plus strand (Ref), variant alele on the plus strand (Var), percentage of reads with the variant
alele (% Var), gene name in which the variant is located (Gene), RefSeq gene id (Gene Id), reference
amino acid, where “SS’ indicates a canonical splice site (Ref AA), variant amino acid (Mut AA),
PhyloP log odds ratio for evolutionary conservation (PhyloP) (Pollard et al. 2010) and Grantam score
for the amino acid substitution (Grantham). The lightly shaded variant was reported in our internal

variant database. The dark shading indicates the causative mutation.

Table $4. Primer sequences of ANO10.

Primers used for amplification and sequence analysis of human ANO10.
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Manuscript 5: Rundataxin, a novel protein with RUN and diacylglycerol
binding domains, is mutant in a new recessive ataxia

Je me suis concentrée par la suite sur 1’analyse d’une large famille consanguine AR
originaire d’Arabie Saoudite suivie par le Pr. Mustafa Salih (Figure 2A; Manuscrit 5). Les
ADNSs des parents, des 3 filles atteintes et des cing enfants sains étaient tous disponibles. Les
patientes de cette famille présentent une ataxie avec debut précoce, avant 1’age de 7 ans et une
dysarthrie. Deux patientes présentent en plus une épilepsie transitoire, sans rechute depuis le
traitement instauré a 1’dge de 3 ans, et un léger retard mental. Aucune spasticité ou
neuropathie périphérique n’a été observée. L’IRM d’une des patientes a 1’age de 18 ans a
révélé une atrophie modérée du cervelet avec un aspect folié marqué et une absence
d’altération de la substance blanche au niveau du cortex cérébral ce qui suggere une ataxie
purement cérébelleuse (Figure 1; Manuscrit 5). Les signes cliniques sont détaillés dans le
Tableau 1 et tableau supplémentaire du manuscrit. Deux régions homozygotes ont été
identifiées par analyse des puces Affymetrix 10K chez les 3 patientes au niveau des régions
11p13-q12.3 et 3927.3-929 (Figure 2B; Manuscrit 5).

Pour confirmer ou exclure la liaison a chacun de ces deux loci, j’ai analysé a 1’aide de
marqueurs microsatellites les parents et les individus sains. J’ai pu exclure la liaison au locus
11p13-g12.3 car la mére non malade était homozygote a ce locus, certainement parce qu’elle
aussi é€tait issue d’un mariage consanguin. En plus, ’enfant atteint P3 a recu ’allele supposé
sain de sa mére et les enfants sains H2 et H5 partagent les mémes haplotypes avec leurs sceurs
malades P1 et P2 (Figure 2C; Manuscrit 5).

Au niveau du locus 37927.3-029, les parents étaient informatifs et les enfants sains ne
partageaient pas les mémes haplotypes que leurs sceurs atteintes ce qui a permis de confirmer
la liaison de la maladie a ce locus bien que le LOD score soit de 2,7 (Figure 2D; Manuscrit 5).
Une recombinaison chez la patiente P2 entre les SNP rs763342 et rs719872 a permis de
réduire ’intervalle a 10,2 Mb. J’ai recherché ensuite avec 1’aide de Nathalie Drouot des
mutations dans les séquences exoniques et introniques flanquantes de 49 génes parmi 55
situés dans cet intervalle. La liste de ces génes et de leur fonction est donnée dans le tableau
supplémentaire 2. Deux mutations faux-sens et une délétion d’un seul nucléotide ont été
trouvées. Les deux mutations faux-sens, dans les génes ATP13A4 (c.1091T>C, p.Val364Ala)
(Figure 14.A) et FAM43A (c.982G>A, p.G328S), ont été respectivement retrouvées dans

plusieurs chromosomes parmi les 622 chromosomes controles analysés par profil de
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dénaturation thermique (HRM, lightscanner). Ces deux variations sont donc considérées

comme étant des polymorphismes. Le géne FAM43A n’a pas de fonction connue.

I. Gene ATP13A4

Le gene ATP13A4 est un des 5 membres de la famille de transporteurs de cations P5-
ATPases présents seulement chez les eucaryotes (Moller et al., 2008). La famille des ATPases
de type P comprend une famille ubiquitaire de protéines impliquées dans le transport des
substances chargées, le plus souvent des cations, au niveau des pompes actives des
membranes biologiques. Les ATPases de type P ont été classées en 5 sous-familles: P1
trouvée chez les mammiféres et inclut les K*, Cu®* et Cd*-ATPases; P2 aussi chez les
mammiféres inclut les Ca?*, Na'/K" et H'/K*-ATPases; P3 trouvée chez les bactéries, les
eucaryotes inférieurs et les plantes et inclut les pompes & H* et Mg*"; P4 est présente chez
tous les eucaryotes et est impliquée dans le transport des aminophospholipides; et P5 est
présente chez les eucaryotes. Les ATPases de type P subissent de grands changements
conformationnels lors du transport ionique. Deux conformations sont nommées E1 et E2
(enzyme-1 et enzyme-2) avec une affinité différente pour les nucléotides et les ions
transportés (Kuhlbrandt, 2004). ATP13A4 contient plusieurs régions conservées communes a
toutes les ATPases de la famille P: 10 domaines transmembranaires, un domaine cation-
ATPase, un domaine ATPase E1-E2 possédant un site de phosphorylation avec un résidu
aspartate phosphorylé, et un domaine hydrolase (Figure 14.B). ATP13A4 montre 57%
d’identité a ATP13AS5, 42% a ATP13A3 et 38% a ATP13A2 chez ’homme; cette similarité
entre les membres de la famille P5-ATPases est conservée chez la souris (Schultheis et al.,
2004). Le transcrit humain ATP13A4 est exprimé ubiquitairement a la fois dans les tissus
feetaux et adultes .Cependant, son expression au niveau du cerveau est plus faible
(Kwasnicka-Crawford et al., 2005). La présence de la variation (p.Val364Ala) du géne
ATP13A4 chez des individus contrles démontre que cette variation est un polymorphisme

rare.
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Figure 14: ATP13A4

A. Variation faux-sens trouvée chez les patients de la famille AR. Chaque profil (courbe) correspond a un
individu contréle. Un enfant porteur a également été analysé (contrdle positif). La variation est retrouvée a 1’état
hétérozygote chez des individus controles analysés par HRM ce qui démontre qu’il s’agit d’un polymorphisme.
La variation a été vérifiée par séquencage chez les individus hétérozygotes.

B. Représentation schématique des différents domaines de I’ ATPase ainsi que des sites de phosphorylation.

(d’aprés Dorota A. Kwashicka-Crawford et al. Genomics 86 (2005) 182 — 194)



Il. Géne KIAA0226

La délétion trouvée a I’état homozygote chez les 3 patientes de cette famille touche un
seul nucléotide (2927delC) au niveau de 1’exon 19 du géne KIAA0226 et entraine un décalage
du cadre de lecture (Figure 3A, Manuscrit 5). Cette mutation est absente dans des individus
contrles de différentes origines et analysés par HRM. Le gene KIAA0226 code pour une
protéine de 972 acides aminés et de taille prédite de 108 kDa. Les predictions
bioinformatiques (SMART, Pfam, ...) montrent que KIAA0226 code pour une nouvelle
protéine de fonction inconnue que nous avons nommée «rundataxine» pour RUN-DAG-
ataxine puisqu’elle comprend 2 domaines: un domaine RUN et un domaine riche en cystéine
et similaire aux domaines de liaison au diacylglycérol (domaine «DAG binding-like») (Figure
3B ; Manuscrit 5). Le domaine RUN est présent dans de nombreuses protéines liées aux
petites GTPases des familles Rap et Rab (Callebaut et al., 2001). Au niveau protéique, la
mutation (p.Ala875ValfsX146) entraine 1’apparition d’une nouvelle phase de lecture de 146
acides aminées en remplacement du domaine «DAG binding-like», tres conservé au cours de
I’évolution (Figure 3B; Manuscrit 5). 172 familles d’ataxies récessives de différentes origines
ont ¢t¢ analysées pour I’ensemble des 22 exons du geéne de la rundataxine par HRM et par

séquencage mais aucune autre mutation n’a été trouvée.

Les alignements de séquences homologues montrent que la rundataxine appartient a
une famille de 7 paralogues chez I’homme dont 4 constituent la sous-famille M des protéines
contenant un domaine d’homologie a la pleckstrine «PH» (PLEKHM-1 a -4) (Figure 3B;
Manuscrit 5). La protéine la plus homologue a la rundataxine, contenant a la fois le domaine
RUN et le domaine DAG binding-like, est la PLEKHML1. La PLEKHML1 colocalise avec un
marqueur des endosomes tardifs de la famille Rab GTPase «Rab7», qui joue un réle essentiel
dans le transport vésiculaire au niveau des ostéoclastes (Van Wesenbeeck et al., 2007; Zhao et
al., 2001a). Un homologue lointain, RUFY1 ou Rabip4, un effecteur de Rab4, posséde un
domaine RUN, 2 domaines de type coiled-coil et un doigt de zinc de type FYVE, riche en
cystéine et liant spécifiquement les phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3Ps) (Mari et al.,
2001). Rabip4 semble étre une protéine des endosomes précoces et colocalise avec I’antigéne
1 des endosomes précoces (EEA1L, early endosome antigen 1) qui est un effecteur de Rab5 au
niveau de ces endosomes. Pour mieux comprendre le role physiopathologique de KIAA0226,
j’ai commencé sa caractérisation fonctionnelle tout d’abord au niveau du transcrit par

I’analyse de 1’épissage alternatif puis au niveau de la rundataxine normale par I’é¢tude de son
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expression et de sa localisation subcellulaire. L’étude de la protéine mutée a été réalisée dans
un deuxiéme temps pour identifier I’impact de cette mutation sur la stabilité et la localisation

de cette forme mutée.

I1.a Epissage alternatif

J’ai étudié I’expression de KIAA0226 au niveau de transcrits murins et humains.
L’analyse des transcrits murins par RT-PCR montre que mKiaa0226 est ubiquitaire avec une
expression plus marquée au niveau des tissus nerveux (Figure 3C; Manuscrit 5). La présence
d’EST variables dans les bases de données suggere que KIAA0226 posseéde plusieurs
transcrits. L’analyse des transcrits au niveau des fibroblastes humains montre que les exons 2,
8 et 12a sont alternativement épissés et que 1’exon 1 est bien un exon codant, confirmant les
données d’EST présents dans les bases de données. L’exclusion des exons 2 et 8 par épissage
alternatif maintient le cadre de lecture et ne modifie pas les domaines conservés RUN et
DAG-binding like alors que I’inclusion de I’exon 12a entraine un décalage du cadre de
lecture. Des mutations ont été ensuite recherchées dans I’exon 12a alternatif mais aucun

changement nucléotidique n’a été mis en évidence.

I1.b Caractérisation fonctionnelle de la rundataxine

I1.b.1. Production d’anticorps et étude de I’expression de la rundataxine

L’homologie de la rundataxine avec des protéines impliquées dans le transport
vésiculaire (PLEKHM1, RUFY1..) suggere qu’elle pourrait étre impliquée dans cette voie,
une fonction qui peut étre élucidée par la détermination de sa localisation subcellulaire. A
cette fin et en 1’absence d’anticorps commerciaux, j’ai produit avec 1’aide du service des
«anticorps polyclonaux» de I’'IGBMC des anticorps de lapin dirigés contre les parties N et C-
terminales de la protéine. Les lapins ont été injectés deux fois par des peptides synthétiques
servant d’antigénes. Ces peptides comprennent entre 15 a 20 acides amines qui ont été choisis
dans les parties N et C-terminales, car elles sont en général de bons épitopes parce que
facilement accessibles a la surface de la protéine. Ces peptides sont homologues entre les
séquences protéiques de I’homme et de la souris afin de permettre 1’utilisation de ces

anticorps pour la caractérisation des rundataxines humaine et de souris (Voir Matériels et
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CosT CosNT Controles Patient

Rundataxine 130 kDA

95 kDA s

B-tubuline 55 KDa

Figure 15: Expression de la rundataxine dans les cellules COS transfectées, analysée par western-blot

La rundataxine surexprimée est détectée avec 1’anticorps N-terminal dans les cellules COS transfectées a une taille de
130 kDa supérieure a la taille prédite. La rundataxine endogéene est trés faiblement détectée dans les cellules COS non
transfectées et n’est pas détectée dans les fibroblastes de sujets controles ou de patient. Le méme résultat est obtenu
avec I’anticorps C terminal (non montré). La B-tubuline est utilisée comme contrdle de chargement. La méme quantité
d’extrait protéique est déposée sur gel. Les anticorps N et C terminaux sont dilués a 1:10000

T: transfectées; NT: non transfectées



Méthodes). Les sérums récupérés avant le sacrifice des lapins (deux par peptides) ont été
testés par western-blot pour leur capacité a reconnaitre la protéine surexprimée dans des
cellules COS transfectées transitoirement avec une construction contenant le vecteur
d’expression eucaryote PXJ41 exprimant le cDNA hKIAA0226 (Figure 11; cf Matériels et
Méthodes). Les sérums 2847 et 2849, correspondant aux peptides N et C terminaux
respectivement, pour lesquels une bande est observée pour les sérums immunisés et non pour
les sérums pré-immuns ont été purifiés sur colonne d’affinité. Sur western-blot, la taille
observée de la rundataxine dans les cellules COS transfectées était de 130 kDa, ce qui est
supérieur a la taille prédite (108 kDa) (Figure 15). La rundataxine endogéne n’était pas
détectée au niveau des cellules Cos non transfectées et des fibroblastes normaux et de patients
malgré la présence du transcrit correspondant détecté par RT-PCR. De plus, j’ai essayé
d’enrichir la rundataxine endogéne des cellules COS et des fibroblastes par
immunoprécipitation des extraits cellulaires par 1’un des deux anticorps puis la révélation par
western-blot par le ptme anticorps anti-rundataxine, mais sans succes, alors que
I’'immunoprécipitation de la rundataxine surexprimée était possible. La comparaison des
signaux de la rundataxine avant et aprés immunoprécipitation indiquait que 1’enrichissement

était insuffisant pour détecter la rundataxine endogene.

I11.b.2. Localisation subcellulaire

En absence de détection de la protéine endogene dans les fibroblastes humains par
western-blot, j’ai étudi¢ la localisation subcellulaire de la rundataxine uniquement en
surexpression dans des cellules COS et Hela. L’immunomarquage montre que la rundataxine
est associée a des structures vésiculaires (Figure 16). Etant donné que I’homologue le plus
proche de la rundataxine, la PLEKHMZ1, colocalise avec Rab7 et que RUFY1 colocalise avec
EEAL au niveau des endosomes précoces contenant Rab5, j’ai réalisé des expériences de
comarquage par cotransfection avec des constructions exprimant GFP-Rab7 et GFP-Rab5
(fournis par Francois Legueux, Equipe Marie-christine Rio) pour déterminer le type des
vésicules auxquelles la rundataxine est associée. Les co-transfections des cellules COS et
Hela avec la construction PXJ41-hKIAA0226 et une des constructions GFP-Rab5 ou GFP-
Rab7 montrent une colocalisation de la rundataxine avec Rab7 au niveau des endosomes

tardifs (Figure 17) et pas de colocalisation avec Rab5 qui est un marqueur des endosomes
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Figure 16: Localisation cellulaire de la rundataxine dans les cellules Hela en immunocytofluorescence

La premiere colonne correspond a la détection de la rundataxine (rouge). La rundataxine est est associée a des structures
vésiculaires. La 2¢me colonne montre les noyaux marqués en bleu avec du Heescht (1:200). La superposition des 2
signaux est montrée dans la derniére colonne. L’anticorps primaire est utilisé a une dilution de 1:1000 et correspond a un
des 2 anticorps anti —rundataxine. L’anticorps secondaire est un GAR couplé a Alexa 594 et est dilué au 1:1000.



Figure 17: colocalisation de la rundataxine avec GFP-Rab7 dans les cellules Hela en immunocytofluorescence
par imagerie confocale

Image confocale d’une cellule Hela montrant une colocalisation de la rundataxine avec Rab7. Les cellules Hela sont co-
transfectées avec la rundataxine et une construction Rab7 couplée a la GFP.

A. détection de la rundataxine (rouge). B. GFP-Rab7 (vert). La superposition des 2 signaux, rundataxine et Rab7, est
montrée en C. Les noyaux sont marqués en bleu avec du Heescht (1:200). L’anticorps C-terminal est utilisé & une
dilution de 1:1000. L’anticorps secondaire est un anticorps de chévre contre les IgG de lapin GAR (goat a nti-IgG
rabbit) couplé a Alexa 594 et est dilué au 1:1000.



Figure 18: Absence de colocalisation de la rundataxine avec GFP-Rab5 dans les cellules Hela en
immunocytofluorescence par imagerie confocale

Image confocale d’une cellule Hela montrant 1’absence de colocalisation de la rundataxine avec Rab5. Les cellules Hela
sont co-transfectées avec la rundataxine et une construction Rab5 couplée a la GFP.

A. détection de la rundataxine avec I’anticorps C-terminal anti-rundataxine (rouge). B. GFP-Rab5 (vert). La
superposition des 3 signaux est montrée en C. noyaux marqués en bleu avec du Heescht (1:200). L’anticorps primaire
est utilisé & une dilution de 1:1000. L’anticorps secondaire est un GAR (goat anti-lgG rabbit) couplé & Alexa 594 et est
aussi dilué au 1:1000.



précoces (Figure 18). Les images de microscopie confocale en 3D nous ont permis de

reconstituer une image en trois dimensions de cellules Hela surexprimant la rundataxine.

11.b.3. Etude de I’expression de la rundataxine mutante (p.Ala875ValfsX146)

J’ai réalisé le clonage de la mutation responsable de I’ataxie de Salih (mutation
€.2927delC, p.Ala875ValfsX146) dans le méme vecteur d’expression eucaryote PXJ41-
hKI1AA0226 (Figure 12; cf Matériels et Méthodes) pour étudier la stabilité et la localisation de
la rundataxine mutante dans les cellules Cos et Hela et comparer sa localisation par rapport a
celle de la protéine normale. En western-blot, la rundataxine mutante a été détectée par
I’anticorps N-terminal mais pas avec 1’anticorps C-terminal a cause du décalage du cadre de
lecture aprés 1’acide aminé 874 (Figure 19). Les expériences d’immunofluorescence

confirment ce résultat par I’absence de signal avec 1’anticorps C-terminal (Figure 20).
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Figure 19: Expression en western-blot de la rundataxine mutante dans les cellules COS et Hela

L’anticorps N-terminal détecte la rundataxine normale et mutante. L’anticorps C-terminal ne détecte que la rundataxine
normale et pas la rundataxine mutante a cause du décalage du cadre de lecture par la mutation. La sous-unité  polymérase

11 est utilisée comme contrdle de chargement. Les anticorps N et C terminaux sont dilués a 1:10000
T: transfectées; NT: non transfectées



Figure 20: Localisation cytosolique des rundataxines normale et mutante dans les cellules Hela en
immunocytofluorescence

A. La rundataxine normale détectée par I’anticorps N-terminal (en rouge) associée aux vésicules
B. La rundataxine mutante (en rouge) présente une localisation cytosolique diffuse en comparaison avec la rundataxine
normale . Les noyaux sont colorés en bleu. La rundataxine a été détectée par I’anticorps N-terminal.
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We have identified a novel form of recessive ataxia that segregates in three children of a large consanguineous Saudi Arabian
family. The three patients presented with childhood onset gait and limb ataxia, dysarthria and had limited walking without aid
into their teenage years. Two patients developed epilepsy at 7 months without relapse after treatment, and mental retardation.
Linkage studies allowed us to identify a single locus that segregated with the disease on chromosome 3q28-qter. Mutation
screening of all coding sequences revealed a single nucleotide deletion, 2927delC, in exon 19 of the KIAA0226 gene, which
results in a frame shift of the C-terminal domain (p.Ala943ValfsX146). The KIAA0226 gene encodes a protein that we named
rundataxin, with two conserved domains: an N-terminal RUN domain and a C-terminal domain containing a diacylglycerol
binding-like motif. The closest paralogue of rundataxin, the plekstrin homology domain family member M1, has been shown to
colocalize with Rab7, a small GTPase associated with late endosomes/lysosomes, suggesting that rundataxin may also be
associated with vesicular trafficking and signalling pathways through its RUN and diacylglycerol binding-like domains. The
rundataxin pathway appears therefore distinct from the ataxia pathways involving deficiency in mitochondrial or nuclear proteins
and broadens the range of mechanisms leading to recessive ataxias.
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Introduction

Recessive progressive ataxias represent a large group of rare
neurological disorders involving both central and peripheral ner-
vous systems. They can be classified according to the major site of
degeneration into three groups, namely cerebellar, spinocerebellar
and sensory ataxias. Nevertheless, variable combinations of sites of
degeneration and associated symptoms are often observed, as in
Friedreich ataxia. Recessive ataxias can also be classified according
to the pathological mechanisms causing the disease, since several
ataxia genes turned out to encode either mitochondrial proteins
or nuclear proteins involved in DNA repair. Five genes coding
for mitochondrial proteins (frataxin, ABCB7, polymerase gamma,
twinkle and ADCK3) are known to cause recessive ataxias
(Campuzano et al., 1997; Koutnikova et al., 1997; Allikmets
et al., 1999; Van Goethem et al., 2003; Nikali et al., 2005;
Lagier-Tourenne et al., 2008), suggesting that oxidative stress
generated by mitochondrial malfunction is the underlying mech-
anism. This prediction is supported by the fact that vitamin E,
which is known to be the major membrane antioxidant of the
body, causes progressive ataxia when deficient, as demonstrated
in the ataxia with vitamin E deficiency and abetalipoproteinaemia
(Narcisi et al., 1995; Ouahchi et al., 1995), for which vitamin E
supplementation represents an efficient therapy (Muller, 1986;
Gabsi et al., 2001). On the other hand, five genes encoding for
nuclear proteins involved in DNA repair (ataxia telangiectasia
mutated, MRE11, aprataxin, tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1
and senataxin) are also mutated in recessive ataxias (Chen and
Lee, 1996; Stewart et al., 1999; Moreira et al., 2001, 2004;
Takashima et al., 2002; Taylor et al., 2004), indicating that
DNA repair is the pathological mechanism in these diseases.
Finally, other ataxia genes encode proteins linked to the mem-
brane cytoskeleton (SYNE1 in autosomal recessive cerebellar
ataxia type 1) (Gros-Louis et al., 2007) or to cytosolic chaperones
(sacsin and SIL1 in autosomal recessive spinocerebellar ataxia of
Charlevoix-Saguenay and Marinesco-Sjogren syndrome, respect-
ively) (Engert et al., 2000; Anttonen et al., 2005; Parfitt et al.,
2009), pointing to multiple progressive ataxia pathways. Here we
report a family with three patients affected by a new form of pure
recessive cerebellar ataxia and epilepsy who have a mutation in a
novel protein with similarities to proteins involved in vesicular
trafficking. We suggest naming this new entity ‘Salih ataxia'.

Subjects and methods
Subjects

The study includes three children who were referred to the Division of
Paediatric Neurology at King Khalid University Hospital, College of
Medicine, King Saud University, Riyadh, Saudi Arabia, for evaluation
of psychomotor retardation. The age at referral ranged between 8 and
16 years. The parents originated from the North-Western Province of
Saudi Arabia. Neurological examinations and follow-up (spanning
8 years) were performed (M.A.S.). The most recent clinical evaluation
for each patient was entered in a standardized diagnostic form for
spinocerebellar degeneration, which includes the salient symptoms
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and signs of the disease, as well as scores for assessing the severity.
The latter included cerebellar gait score, dysarthria score, modified
Ashworth score (for assessing muscle tone), ambulatory score and
‘PATA' test (for dysarthria evaluation). DNA was isolated from periph-
eral blood lymphocytes of affected patients and their unaffected par-
ents and siblings. Clinical evaluation, blood samples and skin biopsy
were obtained, after written informed consent, as defined by the Local
Ethical Committee of the College of Medicine, King Saud University,
Riyadh.

Linkage analysis

Patients were analysed with the GeneChip Human Mapping 10K
2.0 Xba Array from Affymetrix. Single-nucleotide polymorphism geno-
types were obtained by following the Affymetrix protocol for the
GeneChip1 Mapping Array. Homozygous regions shared between
the patients were identified with the HomoSNP program
(plewniak@igbmc.u-strasbg.fr) that was set to identify regions of
25 or more consecutive homozygous single-nucleotide polymorphisms.
Single-nucleotide polymorphisms of the shared homozygous regions
were then individually inspected to verify that the same haplotype is
shared between the patients and that, apart from recombination
events, genotypes are identical beyond the homozygous regions.
This was in order to demonstrate identity by descent, as opposed to
identity by state.

Microsatellite marker analysis

Microsatellite markers referenced to the UCSC Human genome data-
base (http://genome.ucsc.edu, March 2006 release) were used.
Analysis was undertaken on an ABI Prism 3100 Genetic Analyser
with allele sizes determined using the ABI PRISM1 Genotyper software
package (Applied Biosystems). Microsatellite markers were analysed
for parents and healthy siblings to confirm linkage to the regions of
homozygosity by descent shared by the three affected children.
Parental haplotypes linked to the disease were then defined.

Mutational analysis in the
reference family

Mutation screening was performed by polymerase chain reaction
(PCR) on genomic DNA and direct sequencing of the coding exons
and intronic flanking sequences of all genes of the candidate region for
Patients 1 and 2 as well as their father. PCR products were purified on
Montage PCRog Cleanup Plates (Millipore), used in Sanger sequencing
reactions with the ABI BigDye terminator kit (Applied Biosystems) and
then subsequently run on an ABI PRISM 3100 Genetic Analyser. The
Seqgscape 2.5 software (Applied Biosystems) was used to analyse the
sequencing results.

Search for mutations in unrelated
families and control individuals

The gene defective in the reference family was subsequently analysed
in individuals from 172 families with non-Friedreich ataxia by
Lightscanner (Idaho technologies) high-resolution melting studies.
This system allows the detection of mutational changes in DNA het-
eroduplexes by the study of the melting curve of PCR products ampli-
fied in the presence of ‘LC Green' dye. Heteroduplexes were obtained
directly by rapid renaturation after the last PCR denaturation cycle and
also after mixing the DNA samples two by two prior to PCR in case
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a sample contained a homozygous mutation. Samples that presented
an abnormal melting profile were subsequently sequenced by
the Sanger method. Primer sequences are available on the
Helmoholtz Institute of Human Genetics browser: http://ihg2.
helmholtz-muenchen.de/ihg/ExonPrimer.html. Fragments were ampli-
fied in the presence of 1.5mM MgCl, and with annealing tempera-
tures ranging from 60-62°C for sequencing and 63°C for Lightscanner
analysis.

The same strategy was used to search for the presence of the
coding variants of the reference family in 622 control chromosomes.
Ninety-four control chromosomes were from Saudi Arabian individuals,
60 chromosomes were from non-Saudi individuals from the Middle
East (including Turkey), 176 chromosomes were from North African
individuals and the remaining chromosomes were from European
ancestry.

Reverse transcription PCR analysis

Total RNA from primary human fibroblasts and mouse tissues were
extracted using Trizol according to the manufacturer's protocol
(Invitrogen). Total RNA was reverse transcribed using the Superscript
I kit (Invitrogen). The total human complementary DNA was amplified
with four sets of primers generating overlapping fragments: exons 1-7
(forward: 5'-CAGGGACGCCTCTCTTGG-3'; reverse: 5-GTGCCCTCT
GCTTTCTTGAG-3'), exons 7-11 (forward: 5'-TTCTCTAGCCTCCACC
AATC-3’; reverse: 5'-TTCAGCTCCTGGATCTCTCT-3'), exons 11-17
(forward: 5-ATGATGAGCCAGTGCCTAGAG-3’; reverse: 5'-CTTCAT
GTGACACAGCTGGA-3) and exons 18-21 (forward: 5’ATAGGA
AGGTCAAGCTGCTC-3’;  reverse:  5-TCAGTTCTGCAACAGGTG
TG-3’). The murine complementary DNA was amplified with primer
exons 4 and 7 (forward: 5GTGCCACTGCCTCTCAGC-3'; reverse:
5'-CTTCTTGAGGTTGCCAGGAA-3') and in exons 15 and 17 (forward:
5-AAGCAGAATTACCGCTGTGC-3’; reverse: 5-AGGAGCTCTTTGG
CCAGTC-3'). Murine GAPDH and 36B4 (encoding the acidic

Table 1 Clinical features of Family AR
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ribosomal phosphoprotein PO) transcript analysis of the same reverse
transcription reaction served as control for the amount of analysed
tissue.

Results

A large consanguineous Saudi Arabian family (Family AR) with five
healthy siblings and three sisters affected with childhood onset
ataxia was identified. Patients 1 and 3 showed unsteadiness
since they started walking, which was delayed (age 42 and 28
months, respectively). Patient 2 had delayed onset of walking
(age 22 months) and developed unsteadiness at 7 years of age.
The three patients had upper and lower limb and gait ataxia,
dysarthria and nystagmus or saccadic pursuit (Table 1). They cur-
rently have limited walking without aid but are unable to run.
Patient 1 has diminished deep tendon reflexes in both upper
and lower limbs while the other two have diminished reflexes
only in the upper limbs. They have no motor or sensory deficit,
muscle wasting, fasciculation or extrapyramidal symptom and
plantar response is flexor in each of them. Patients 1 and 3 de-
veloped epilepsy, each at the age of 7 months, which responded
well to treatment with no relapse since 3 years of age. In Patient
1, the convulsions started in the form of 5-7 myoclonic jerks per
day. She has been treated at the regional hospital on carbamaze-
pine (Tegretol), phenytoin (Dilantin) and phenobarbital, none of
which was apparently successful. Treatment was discontinued by
the parents at the age of 23 months. She was seen, aged
26 months, at another hospital in Riyadh; clonazepam was started
with favourable response. EEG (at 2.5 years) was reported to have
shown multifocal spikes and spike and slow wave foci. She was
successfully weaned off clonazepam at the age of 4.8 years. The
seizures in Patient 3 consisted of sudden flexion of the head and

Patient 1 Patient 2 Patient 3
Sex (current age, years) F (25) F (19) F (16)
Age at assessment (years) 16 19 16

Age at onset of first sign

Outcome of epilepsy
after treatment
Motor development

Learning abilities
Onset of unsteadiness
Onset of dysarthria
Cerebellar ataxia

Upper limbs

Lower limbs

Gait

Dysarthria
Deep tendon reflexes

Upper limbs

Lower limbs
Abnormal eye movements
Mental status (onset)

Epilepsy at 7 months
No relapse since age 3 years

Delayed, walked at 42 months

Delayed, talked at >4 years
Since walking
Since talking

Mild

Moderate
Moderate
Moderate

Diminished
Diminished
Nystagmus (no ocular apraxia)
Mental retardation
(since early childhood)

Unsteadiness at 7 years

Delayed, walked at 22 months

Delayed, talked at 3 years
at 7 years
Since talking

Mild

Moderate
Moderate
Moderate

Diminished
Enhanced
Saccadic pursuit

Epilepsy at 7 months
No relapse since age 3 years

Delayed, walked at
28 months
Delayed, talked at 4 years
Since walking
Since talking

Severe
Severe
Severe
Severe

Diminished
Enhanced
Saccadic pursuit

Mental retardation (since
early childhood)
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both upper limbs, hip and knee flexions. The frequency was ap-
proximately 6 times/day, lasting for 10s, mostly when she awoke
from sleep. She received clonazepam for 1 week at the regional
hospital and was referred to another hospital in Riyadh at the age
of 10 months. An EEG showed frequent discharges consisting of
spikes, polyspikes and slow waves, generalized and focal from the
right and left hemispheres. A clinical diagnosis of infantile spasm
was made and she received vigabatrin. Clonazepam was added
because she continued to have daily seizures. She has been seizure
free since the age of 3 years and was successfully weaned off her
last anticonvulsant (vigabatrin) at the age of 7 years. Patients 1
and 3 also have moderate mental retardation detected since early
childhood; however, no formal IQ was done in either patient. MRI
of the three patients was normal at ages 16, 9 and 8 years, re-
spectively, but showed mild cerebellar atrophy and prominent folia
in Patient 2 at the age of 18 years (Fig. 1). Metabolic ataxias were
excluded by laboratory testing (Supplementary Table 1). The par-
ents and healthy carriers were clinically examined and found to be
normal; they did not have cerebellar imaging examinations.

We performed homozygosity mapping on Family AR, which
shows first-degree consanguinity as well as several loops of
remote consanguinity (Fig. 2), by analysing the three affected in-
dividuals with whole genome single-nucleotide polymorphism
arrays. Two regions of shared homozygosity between the three
patients were identified on chromosomes 3qter and 11p13-q12.3,
respectively. Linkage studies on these two regions were then per-
formed on all family members (parents and affected and healthy
siblings) with a dense set of microsatellite markers, in order to
confirm or exclude linkage. This excluded linkage to the
11p13-q12.3 region, as it revealed that the mother was also
homozygous over the smallest shared haplotype, probably due
to a remote consanguinity that relates her parents three gener-
ations ago. Flanking markers of the 11p15.1-q12.3 region showed
that Patient 3 received a maternal haplotype different from the
other two patients, who shared the same large homozygous
haplotype with two of the healthy siblings (Fig. 2), therefore con-
firming exclusion of linkage.

Linkage analysis with microsatellite markers of the 3q27.3-qter
region on all family members is consistent with linkage to this
10.2 Mb interval (Fig. 2). Despite the fact that the LOD score in
favour of linkage to the 3q27.3-gter region is only 2.7, due to the
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multiple consanguinity loops, the 3q27.3-qter region is the only
region that shows linkage to the disease in this family. We then
screened for mutations in the patients by sequencing the coding
exons and exon-intron boundaries of 49 genes localized in the
10.2 Mb linked 3q interval (Supplementary Table 2). Only six
genes of the 10.2Mb linked interval were not sequenced since
they were involved in known and distinct diseases or had a specific
expression in tissues not compatible with an ataxic phenotype
(Supplementary Table 2). In addition to known polymorphisms,
three novel nucleotide changes were identified: two missense
and one frame-shift change. The two missense mutations were
found in genes ATP13A4 (c.1091T>C, p.Val364Ala) and
FAMA43A (c.982G>A, p.G328S), respectively, but were ascribed
as polymorphisms due to their identification in some of the 622
control chromosomes analysed by Lightscanner high-resolution
melting studies. The frame-shift change is a single nucleotide de-
letion, 2927delC, in exon 19 of the KIAA0226 gene, which results
in the usage of a novel 145-amino-acid reading frame
(p.Ala943ValfsX146) that is longer than the normal C-terminal
sequence. This change was not identified in the 622 control
chromosomes analysed. In total, 172 families with non-Friedreich
ataxia, including nine families from Saudi Arabia, were analysed
for mutations in KIAA0226. No additional mutations were identi-
fied. Further analysis of clinically targeted cohorts of patients with
ataxia will be important since it may increase the chance to iden-
tify additional patients affected by this rare condition.

KIAA0226 encodes a 972-amino-acid protein, with two con-
served domains (Fig. 3): an N-terminal RUN domain and a
C-terminal domain containing a diacylglycerol (DAG) binding-like
motif. We therefore named this new protein rundataxin
(RUN-DAG-ataxin, RDTX). The 2927delC change of KIAA0226
causes a frame-shift that removes the DAG binding-like motif of
rundataxin, which is the most conserved domain of the protein
(in vertebrates and invertebrates), strongly suggesting that the
2927delC change is pathogenic, presumably by a loss of function
mechanism. Reverse transcription PCR analysis of KIAA0226 on
human fibroblast RNA showed that exons 2, 8 and 12b can be
alternatively spliced out (data not shown). This alternative splicing
does not change the reading frame and does not affect the con-
served domains. Reverse transcription PCR analysis on adult

Figure 1 Brain MRI of Patient 2 (aged 18 years; at 9 years, brain imaging was essentially normal). Arrows point to dilated interfoliar sulci.
(A) Sagittal inverted T,-weighted image showing moderate cerebellar vermis atrophy. (B) Coronal inverted T,-weighted image showing
mild atrophy of the cerebellar hemispheres and prominent foliae. (C) Transverse T,-weighted image at the level of the basal ganglia. There

are no hyperintense signals or white matter alterations.
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Figure 2 Pedigree and linkage analysis of Family AR. (A) Pedigree of Family AR showing first-degree consanguinity as well as several
loops of remote consanguinity. (B) Single-nucleotide polymorphism array results of the three patients for the regions 3g27.3-qter and
11p15.1-q13.2. Shared regions of homozygosity are visualized by the HomoSNP software, which displays one patient per line. Regions
with more than 25 consecutive homozygous single-nucleotide polymorphisms are in dark grey. Regions of heterozygosity are in light grey.
The three affected siblings share regions of homozygosity by descent on chromosomes 3g27.3-qter and 11p13-qg12.3. (C) Microsatellite
marker analysis at chromosome 11p15.1-q13.2 in all family members. Markers and their position along the chromosome (in Mb) are

Continued
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mouse tissues showed that Kiaa0226 is ubiquitously expressed
(Fig. 3).

In order to gain insights on rundataxin, phylogenetic studies
were undertaken. With respect to the DAG binding-like domain,
humans have five rundataxin paralogues: Pleckstrin-homology,
M subfamily (PKHM) proteins M1, M3 and M4, DEFI8 and
C130RF18 (Fig. 3). Only rundataxin, PKHM1 and DEFI8 have
an orthologue in Drosophila. PKHM3/PKHM4 and C130ORF18,
which are truncated paralogues of PKHM1 and rundataxin, re-
spectively, appear to be of more recent origin (Fig. 3). Only run-
dataxin and PKHM1 possess both the RUN and the DAG
binding-like domains, PKHM1 having two pleckstrin homology
domains in place of the intermediate rundataxin domain with
the predicted coiled-coil structure.

Discussion

In this study, we report the identification of a family with three
children affected with a new form of recessive ataxia, which we
suggest naming 'Salih ataxia’, and of a frameshift mutation of
KIAA0226 that segregates with the disease. The disease is an
early childhood-onset, slowly progressive pure cerebellar ataxia
associated with epilepsy and mental retardation in two of three
patients. It is currently not known whether epilepsy and mental
retardation are due to a mutation distinct from that causing ataxia
which segregated by chance with ataxia in the two patients, or
whether they represent clinical variability of this new entity.
Identification of additional patients with mutations in KIAA0226,
by further analysis of clinically targeted cohorts of ataxia patients,
will be important as it will help to solve this issue. The demon-
stration that the KIAA0226 homozygous 2927delC mutation is
indeed causing recessive ataxia is established by the fact that
the 3g27.3-gter region is the only region that segregates with
the disease in this family, and that the 2927delC mutation is the
only significant nucleotide change identified in all coding se-
quences of this region. In addition, the mutation alters the
C-terminal domain of the protein, by removing and replacing
with an alternative sequence the highly conserved DAG
binding-like motif of this domain, presumably leading to loss of
function. However, since the frame-shift mutation occurs towards
the end of the protein, it is possible that loss of function is only
partial, with some residual function maintained by the mutant
protein, which may be protected against degradation by the pres-
ence of the longer alternative sequence. The partial loss of func-
tion hypothesis would be in agreement with the apparent very low
frequency of the disease, since it would imply that the common
complete loss of function mutations of the same gene, when

Figure 2 Continued
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homozygous, would either not be viable or result in a different,
more severe disease. The fact that the parents and healthy carriers
showed no evidence of related signs or symptoms excludes the
possibility that the mutation could be dominant or dominant nega-
tive. We named the novel protein encoded by the KIAA0226 gene
rundataxin, as it contains an N-terminal RUN domain and a
C-terminal DAG binding-like domain. RUN domains are protein—
protein binding domains that usually interact with small GTPases
and could confer a role in multiple Ras-like GTPase signalling path-
ways (Callebaut et al., 2001). DAG binding motifs are zinc
finger-type motifs first identified in protein kinase C and DAG
kinases (Colon-Gonzalez and Kazanietz, 2006). The function of
rundataxin is still unknown but comparison with paralogues of
known function may help to shed light on its function. Very
little is known about the mammalian paralogues PKHM3,
PKHM4, DEFI8 and C130RF18, while PKHM1 has been found
mutated in osteopetrosis in rats and humans (Van Wesenbeeck
et al., 2007). Rat Plekhm1 is highly expressed in osteoclasts and
colocalizes with Rab7, a small GTPase associated with late endo-
somes/lysosomes, suggesting that rundataxin may also be asso-
ciated with vesicular trafficking and signalling pathways. Another
protein containing both an N-terminal RUN domain and a
C-terminal  cystein-rich  lipid-binding domain (a phospho-
lipid-binding FYVE domain) is RUN and FYVE domain-containing
protein 1 (RUFY1), also named Rabip4, an effector of Rab4. Mari
and colleagues (2001) reported that RUFY1 is associated with
early endosome membranes via its RUN domain. In Chinese ham-
ster ovary cells, RUFY1 appears as an early endosomal protein,
colocalizing with early endosome antigen1 (EEA1), an effector of
Rab5. Based on protein homologies, it appears that the rundataxin
pathway is distinct from the ataxia pathways involving deficiency
in mitochondrial, nuclear or chaperone proteins and is more
related to pathways disrupted in spastic paraplegias for which
the defective proteins NIPA1, spastin, maspardin, atlastin, alsin
and spartin are involved in vesicular trafficking (Zhu et al.,
2003; Goytain et al., 2007; Rismanchi et al., 2008; Connell
et al., 2009; Edwards et al., 2009; Hanna and Blackstone,
2009). For example alsin, which is mutated in infantile-onset as-
cending hereditary paralysis and amyotrophic lateral sclerosis 2, is
a guanine nucleotide exchange factor for the small GTPase Rab5
and plays a role in intracellular endosomal trafficking. In addition,
the ulceromutilating sensory neuropathy (HMSN2B, previously
known as CMT2B) is caused by mutations in Rab7 (Verhoeven
et al., 2003; Houlden et al., 2004; Meggouh et al., 2006) and
may present a molecular pathway similar to rundataxin deficiency.
However, none of the three patients with the rundataxin mutation
presented with pyramidal signs or motor neuropathy, indicating

indicated on the left. Regions of homozygosity by descent are shaded in grey. Selected single-nucleotide polymorphisms (from the array
analysis) that delineate recombination breakpoints in the patients are also indicated. The mother is also homozygous over the
11p15.1-q13.2 region, presumably because she is also born from consanguineous parents (A), and is therefore non-informative over this
region. Analysis with flanking markers indicates that Patient 3 has received a different maternal haplotype than Patients 1 and 2, therefore
excluding linkage to this interval. In addition, two healthy siblings share the same parental homozygous haplotypes as Patients 1 and 2,
therefore also excluding linkage to this interval. (D) Microsatellite marker analysis at chromosome 3q27.3-qter in all family members, as in
C. Haplotype segregation confirmed linkage of the 3q27.3-qgter locus to the disease in Family AR. ND = not determined.
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Figure 3 Analysis of the rundataxin gene and protein. (A) Sequence of rundataxin exon 19 in Patient 3 (P3), her father and a control
individual. Patient 3 is homozygous for the deletion of the cytidine at position 2927, while her carrier father is heterozygous for this
mutation. (B) Domains and human paralogues of rundataxin (RDTX). The predicted mutant rundataxin is shown on top of normal
rundataxin. The novel 145-amino-acid sequence resulting from the shifted reading frame is depicted in blue. The percentage below
the RUN and DAG binding-like domains of rundataxin indicates amino-acid identity with PKHM1 over these domains. RUN and

FYVE domain-containing protein 1 (RUFY1) contains at its C-terminus a FYVE domain that is another type of lipid-binding zinc finger.
(C) Expression analysis of rundataxin in adult mouse tissues. Mice rundataxin is ubiquitously expressed, though more prominently in the
nervous system. 36B4, encoding the acidic ribosomal phosphoprotein PO (RPLPO), was used as internal control. Similar results were
obtained using GAPDH as an internal control (data not shown).
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that RDTX was not a priori an obvious candidate gene for this
disease.

Rab proteins constitute the largest family of monomeric small
GTPases, which function in the tethering/docking of vesicles to
their target compartment, leading to membrane fusion.
However, Rab proteins have also been implicated in vesicle bud-
ding and, more recently, in the interaction of vesicles with cyto-
skeletal elements. Rab5 is localized at early endosomes, Rab6 is
localized at the Golgi network, Rab7 and Rab9 are markers of late
endosomes. The finding that Rab proteins have several functions
suggests that all steps of vesicle transport could be coordinated by
the same regulatory machinery (Zerial and McBride, 2001).
Testing the hypothesis that rundataxin is also associated with
intracellular vesicles through its RUN and DAG-binding-like do-
mains should shed light on the mechanism that leads to ataxia
in the case of rundataxin deficiency and broaden the range of
mechanisms leading to recessive ataxias.
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Supplementary table: Additional clinical features and laboratory findings in family AR

Patient 1 Patient 2 Patient 3
Disability stage* 3 3 3
Plantar reflex Flexor Flexor Flexor
Sphincter disturbances None None None
Motor deficit None None None
Muscle wasting None None None
Fasciculations No No No
Sensory deficit (superficial sensory loss) No No No
Skeletal abnormalities / scoliosis None None None
Pes cavus None None None
Facial dysmorphism No No No
Sphincter disturbances None None None
[Extrapyramidal symptoms None None None

Ophthalmological signs

Other signs (details)

No abnormality

Brachydachtyly of 3 & 4™
toes. Short distal thumbs and
nails (bilaterally)

No abnormality

No abnormality

Hypopigmented patch over right elbow

Cerebellar gait score NA 2 3

IAdiadocho-score NA 12 times 7 times

Modified Ashworth Scale NA 0: in upper limbs 0: in upper limbs
1:in lower limbs 1:in lower limbs

IAmbulatory Score NA 1 2

PATA test: dyarthria evaluation NA 10 times 5 times

IAlpha-fetoprotein - N N

[Carcinoembryonic antigen - N N

Cholesterol (mmol/L) (N=3.2-5.2) 4.4 6.3and 5.5 4.2

Serum amino-acid profile (by tandem MS) N N N

Serum copper -

[Thyroid function tests (T3 and TSH) -

\VVery long chain fatty acids and phytanic acid - N -

Ceruloplasmin - N -

EEG (Age when done)

BAER (Age when done)

Multifocal spikes + spikes and
slow wave foci (2 1/2y)

Frequent discharges consisting of spikes,
polyspikes and slow waves, generalized and
focal from the R and L hemispheres

N in L ear. Increased hearing
threshold in R ear (40dB)

Increased hearing threshold in L (60dB) and
R (40dB) ears (16y)

(14y)
Bilateral optic pathway involvement (P100
\VEP (Age when done) N (14y) - latency = 135.5 msec in L eye and 137
msec in R eye (16y)
ERG (Age when done) N (14y) - N (16y)
Motor and sensory NCS ) N apart from absent sural sensory | N apart from absent sural sensory nerve

nerve potential (19y)

potential (16y)

MRI brain (Age when done)

No white matter changes.
Essentially normal (16y)

No white matter changes.
Cerebellar atrophy at 18 y

Essentially normal (8y 5mo)

Muscle biopsy

Non-specific myopathic
changes




Abbreviations: BAER= brain auditory evoked responses; EEG = electroencephalography; ERG=
electroretinogram; L= left; MRI = magnetic resonance imaging; MS = mass spectrometry; N = normal; NA =
not ascertained (could not be ascertained); NCS = nerve conduction studies; R= right; TSH= thyroid stimulating
hormone; VEP; visual evoked potentials; y = years.

-=not done

« Disability Stage: 0=No functional handicap; 1=No functional handicap but signs at examination; 2=Mild, able
to run, walking unlimited; 3=Moderate, unable to run, limited walking without aid; 4=Severe, walking with one
stick; 5=Walking with two sticks; 6=Unable to walk, requiring wheelchair; 7=Confined to bed

« Cerebellar gait score (standing capacities, eyes open): 0=Normal: able to stand on one foot more than 10s;
1=Able to stand with feet together, but no longer able to stand on one foot more than 10 s; 2=Able to stand with
feet together, but no longer able to stand with feet on tandem position; 3=No longer able to stand with feet
together, but able to stand in natural position without support, with no or moderate sway; 4=Standing in natural
position without support, with considerable sway and considerable corrections; 5=Standing in natural position
with unilateral support; 6=Standing in natural position with bilateral support; 7=Unable to stand at all.
 Adiadocho-score: The number of alternate movements of the dominant hand counting only dorsal touch during
10 seconds (normal:15-20).

* Modified Ashworth Scale: 0=No increase in muscle tone; 1=Slight increase in muscle tone, manifested by a
catch and release or by minimal resistance at the end range of motion when the part is moved in flexion or
extension/adduction, etc or followed by minimal resistance throughout the remainder (less than half) of the
range of motion, 2=More marked increase in muscle tone through most of the range of motion, but the affected
part is easily moved; 3=Considerable increase in muscle tone, passive movement is difficult; 4=Affected part is
rigid in flexion or extension (abduction or adduction, etc.).



ISequenced genes

Protein

Function

Novel coding variants?®

LIM domain containing preferred

LPP - lactivation of gene transcription/ Zinc finger domains -
translocation partner
FAM79B/TPRG1{Tumor protein p53-regulated gene 1 protein |uncharacterized -
[TP63 [Tumor protein p63 member of the p53 family, transcription factor _
CLDN1L Claudin 1 tlghtju'nctlon prote_lr_], mutated in neonatal ichthyosis- _
sclerosing cholangitis syndrome
UNQ846/ . . B
TMEM207 [Transmembrane protein 207 uncharacterized
CCDC50 C0|Ied-c0|l_doma|n containing protein 50/ mutated in DFNA44 (deafness) _
lYmer protein
FGF12 fibroblast growth factor 12 fibroblast growth factor _
C30RF59 LOC151963 uncharacterized _
IATP13A4 IATPase subfamily member 13A4 cation-transporting P5-ATPase 1091T>C (V364A) exon 10
HRASLS HRAS-like suppressor icell cycle control protein _
OPAl Optic atrophy 1 dynamin-related GTPase, mitochondrial, mutated in OPA1 -
HES-1 Hairy and enhancer of split 1 basic helix-loop-helix family of transcription factors -
CPN2 Carboxypeptidase N, polypeptide 2 regulatory subunit _
LRRC15 Leucine rich repeat containing protein 15 single-pass type | membrane protein -
TMEM44 [Transmembrane protein 44 uncharacterized _
IAX746839 Uncharacterized uncharacterized _
LSG1 Large subunit GTPase 1 export of 60S ribosomal subunit _
FAMA43A LOC131583 uncharacterized 982G>A (G328S) exon 1
C30RF21 LOC152002 uncharacterized _
CENTB2 Centaurin beta2 IArfGAP GTPase activating protein _
PPP1R2 Protein phosphatase 1, regulatory subunit 2  [inhibitor of protein-phosphatase 1 -
IAPOD IApolipoprotein D lipoprotein _
[TNK2 [Tyrosine kinase non-receptor 2 clathrin-mediated endocytosis _
TFRC [Transferrin receptor cellular uptake of iron _
FLJ25996 Uncharacterized uncharacterized _
ZDHHC19 Z:g::e:‘;nfgr, DHHC domain containing probable palmitoyltransferase -
OSTalpha Organic solute transporter alpha intestinal basolateral transporter for bile acid _
PCYT1A Phosphate cytidylyltransferase 1, choline phosphatidylcholine synthesis -
MGC33212/ . - . L . . _
TCTEXID2 [Tctex1 domain-containing protein 2 dynein light chain Tctex-type protein
ITM4SF19 transmembrane 4 L six family member 19  {tetraspanin L6 -
UBXD7 UBX domain containing protein 7 uncharacterized _
C30RF43 LOC255798 uncharacterized _
RNF168 Rlng finger protein 168, E3 Ubqultln |igase involved in DNA double-strand break repair -
WDR53 WD repeat domain 53 uncharacterized _
LRRC33 Leucine rich repeat containing protein 33 uncharacterized -
C30RF34 LOC84984 uncharacterized _
Glycosylphosphatidylinositol- L . . _
PIGX mannosyltransferase | component X phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis
PAK2 b2 1-activated kinase 2 link Rho_GTPfases to cytoskeleton reorganization and _
nuclear signaling
SENP5 SUMO1/sentrin specific peptidase 5 SUMO-specific protease _
NCBP2 Nuclear cap binding protein subunit 2 pre-mRNA binding protein involved in splicing, processing _
land export
Glycosylphosphatidylinositol- S . . _
PIGZ mannosyltransferase | component Z glycosylphosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis
MFI2 Melanotransferrin icellular uptake of iron _
DLG1 Discs, large homolog 1 membrane associated guanylate kinase(MAGUK) homolog -
BDH1 3-hydroxybutyrate dehydrogenase, type 1 |interconversion of acetoacetate and (R)-3-hydroxybutyrate -
KIAA0226 rundataxin mutated in Salih ataxia (this paper) 2927delC (2122413; alfsX146)
FYTTD1 Forty-two-three domain containing protein 1 [ImRNA export from nucleus to cytoplasm -
LRCH3 Lch)Jtc‘:;ir;e-rlch repeats and calponin homology ncharacterized _
1QCG 1Q motif containing protein G uncharacterized _
RPL35A Ribosomal protein L35a component of the 60S ribosomal subunit
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|. Stratégie de cartographie par homozygotie

Au cours de ce travail et grace a la stratégie de cartographie par homozygotie dans des
familles consanguines, j’ai identifi¢ et participé a I’identification de 4 geénes d’ataxies
récessives. Grace a la disponibilité des puces de génotypage de SNPs, I’analyse du tour du
génome par génotypage de 400 marqueurs microsatellites a été remplacée par 1’analyse des
SNP. Au début, nous avons analyse la plupart de nos familles a 1’aide des puces 10K et 50K,
les seules disponibles a 1’époque. L’analyse des résultats de SNP a été largement facilitée par
I’utilisation du programme HomoSNP et la création d’une base de données permettant de
localiser tous les geénes d’ataxies récessives. Une fois que la région d’homozygotie par
descendance a été confirmée chez les membres atteints d’une famille, la recherche de
mutations dans les génes de cette région nous a permis de trouver le gene en cause et le
mécanisme physiopathologique impliqué.

L’utilisation des puces Affymetrix nous a permis d’identifier 10 mutations dans 11
familles homozygotes pour une région qui chevauche avec un géne d’ataxie connu (sacsine,
aprataxine, ATM et senataxine). Cette analyse s’est avérée indispensable puisque la
présentation clinique des patients n’était pas toujours suffisante pour orienter le diagnostic. La
présentation clinique des patients des six familles ARSACS n’a pas permis a elle seule de
mettre le géne Sacsine en cause. Les membres atteints de cing familles parmi les six avaient
un tableau atypique d’ARSACS avec un age de début tardif (>5ans) alors que 1’dge de début
d’une ARSACS classique correspond au début de la marche. Pour la famille 8, les patients
avaient un age de début tardif (16 et 32 ans) et une évolution trés lentement progressive sans
développer de neuropathie motrice ce qui n’est pas en faveur du diagnostic d’AOAI. La
recherche de la mutation dans 1I’aprataxine n’est devenue évidente qu’aprés analyse de cette
famille par les puces de génotypage. En absence d’élévation du taux d’a-feetoprotéine et de
mutation dans les genes ATM et MRE11 chez les quatre enfants atteints de la famille 10
malgré une liaison génetique claire a ce locus, nous suggérons qu’une mutation dans un
nouveau gene de la région 11921-gq23 est responsable de I’ataxie dans cette famille. La

recherche de ce géne est en cours par sequencage haut débit.

La couverture en SNP peut parfois limiter 1’identification des régions d’homozygotie
parce que la majorité des régions homozygotes de petite taille sont dues a une homozygotie
par manque d’informativité des SNP et non une homozygotie par descendance, ce qui est un

facteur confondant. Par exemple, la région unique d’homozygotie partagée par les 3 patients
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de la famille 6 est de 23 Mb couverte seulement par 27 SNP (puce 10K) : une région un peu
plus petite n’aurait pas été identifiée. L’ utilisation des puces «nouvelle génération» avec une
haute densité en SNP (250K et 900K) permettra de résoudre cette difficulté. Les puces de
génotypage 900K, combinant plus de 900.000 marqueurs polymorphes de type SNP répartis
de maniére uniforme dans le génome humain, offrent la possibilité de faire le tour complet du
génome avec une tres forte densité de marqueurs qui compense le défaut relatif
d’hétérozygotie de chaque SNP.

Malgré I’efficacité de notre stratégie, la majorité des familles analysées par puces (87
familles) sont restées sans diagnostic et la recherche de mutations a été entreprise. La
mutation pourrait étre dans de nouveaux génes ou dans d’autres genes connus d’ataxies.
Certaines familles sont liées a des loci déja connus d’ataxies et d’autres sont homozygotes
dans des régions contenant les genes SYNE1, MRE11, TDP1, Twinkle et POLG. Cependant,
aucune mutation dans ces geénes n’a été identifiée. Notre travail a permis d’identifier 4
nouveaux génes responsables de la maladie dans 8 familles. Bien que 1’un des 4 génes code
pour une protéine mitochondriale, ce qui correspond a une voie physiopathologique majeure
des ataxies récessives, les 3 autres genes codent pour des protéines apparemment impliquées

dans des voies physiopathologiques nouvelles.

I1. Physiopathologie des ataxies récessives

Deux défauts majeurs sont responsables d’ataxies récessives progressives: le premier
lié au dysfonctionnement mitochondrial et au stress oxydatif et le deuxiéme concernant les
défauts de réparation de I’ADN. Cependant, 1’identification de nouveaux mécanismes
impliqués dans les ataxies a élargi le spectre physiopathologique des ataxies. Nous avons pu
mettre en cause des génes codant pour une protéine du transport vésiculaire, une lipase

dégradant probablement les endocannabinoides et un canal ionigue.

A. Protéines mitochondriales et stress oxydatif: cas d’ADCK3 muté dans
ARCA2

Le dysfonctionnement mitochondrial est le résultat de mutations au niveau de I’ADN

mitochondrial ou de I’ADN nucléaire codant des protéines mitochondriales. Ce
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dysfonctionnement est en plus associé a une élévation de la production de ROS (reactive
oxygen species) et un stress oxydant. Une ataxie cérebelleuse majeure a été identifiée chez
des patients ayant un déficit en coenzyme Qi (Lamperti et al., 2003). L’identification des
mutations d’ADCKS responsable de cette nouvelle forme d’ataxie ARCA2 associée a un
déficit en coenzyme Qo a renforcé I’hypothése sur I’implication des protéines
mitochondriales dans les ataxies, bien que ceci puisse également représenter un biais
d’observation. La diminution de la fonction respiratoire du CoQjo génére probablement un
stress oxydant. Un autre exemple, le déficit en vitamine E anti-oxydante est responsable de
I’ataxie dans le cas d’AVED et d’ABL.

Bien que modéré, le déficit en coenzyme Q10 observé chez les patients ARCA2
montre I’implication d’ADCK3 dans le métabolisme de CoQ1o. Ce phénotype modéré pourrait
étre expliqué par un role régulateur, plutét qu’enzymatique, d’ADCK3 dans la biosynthése du
CoQ. L’homologie d’ADCK3 avec la famille des kinases atypiques est en faveur d’une
fonction régulatrice. En effet, les déficits primaires en CoQjo sont associés a 3 phénotypes

cliniques majeurs:

- Une forme infantile sévére d’encéphalopathie pouvant étre associée ou non a une
myopathie ou a une atteinte multisystémique avec en particulier une atteinte rénale
(Rotig et al., 2000)

- Une forme de myopathie avec implication du systeme nerveux central.

- Une forme dominée par une ataxie qui peut &tre associée a d’autres signes

neurologiques ou extra-neurologiques (Lamperti et al., 2003).

Des mutations dans des génes codant pour des protéines ayant un réle direct dans la
biosynthese du CoQio sont responsables de déficits primaires en CoQo et d’un phénotype
plus sévere. Ceci est le cas des mutations dans les genes PDSS1 (Mollet et al., 2007), PDSS2
(Lopez et al., 2006) et CoQ2 (Mollet et al., 2007; Quinzii et al., 2006). Les mutations de
PDSS1 ont été decrites chez des patients avec une atteinte multisystémique avec une
encéphalopathie, une surdité et une atteinte rénale. Deux mutations a 1’état hétérozygote
composite ont été décrites dans PDSS2 chez un patient présentant un tableau sévere associant
un syndrome de Leigh a une néphropathie. Les mutations dans les génes codant pour des
protéines non directement impliquées dans la voie de biosynthese du CoQ1o sont responsables

de déficits secondaires en CoQ comme dans le cas de AOAL.
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Dans le cas de déficit en CoQ, Il est important de faire le diagnostic précocément car un
traitement substitutif oral en CoQ a montré un effet bénéfique chez certains de ces patients
(Rotig et al., 2000). Le traitement substitutif en CoQ a montré un effet sur la fonction
mitochondriale de certains patients (Aure et al., 2004; Rotig et al., 2000). Cependant, dans
certains cas les patients s’aggravent ou voient apparaitre de nouveaux symptomes alors qu’ils
sont sous traitement (Aure et al., 2004). En particulier, il ne semble pas que 1’ataxie Soit
améliorée par le traitement substitutif (Aure et al., 2004; Quinzii et al., 2007), alors que

I’atteinte musculaire semble étre sensible a ce traitement (Aure et al., 2004).

B. L’a/p hydrolase et le syst¢tme endocannabinoide

Les mutations perte de fonction de I’enzyme ABHDI12 responsables du syndrome
PHARC montrent pour la premiére fois I’implication du systéme endocannabinoide dans une
maladie héréditaire. ABHD12 appartient a la famille des o/ hydrolases contenant 15
membres. ABHD12 est une glycoprotéine intégrale de la membrane et est connue sous le nom
de Monoacylglycérol lipase ou 2-arachidonylglycérol hydrolase (2AG). Dans un modele
murin, Blankman et al ont montré que 1’hydrolyse du 2AG est assurée par 2 hydrolases autres
que ABHD12: ABHD6 et MAGL. MAGL est responsable de 1’hydrolyse de 85% du 2AG,
9% sont hydrolysés par ABHD12 et 4% par ABHD6 (Blankman et al., 2007). Le 2-AG est un
des endocannabinoides du systéeme nerveux central agissant sur les récepteurs des
cannabinoides CB1 et CB2. Le systeme endocannabinoide régule les différents processus
physiologiques incluant la neurotransmission, la régulation de 1’appétit, I’inflammation... Les
mutations de ABHD12 peuvent étre responsables de la perte de fonction d’hydrolyse du 2AG,
dans les cellules gliales ou ABHD12 est fortement exprimée, entrainant son accumulation
ainsi que la suractivation des récepteurs CB1 induisant une neurodégénerescence. Des études
fonctionnelles sont essentielles pour la compréhension du mécanisme en cause et la relation

entre le systéme endocannabinoide et les ataxies.

C. Implication des canaux ioniques dans les ataxies
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L’identification des mutations dans 3 familles d’origines différentes dans le gene
ANO10 montre que ANO10 est le géne causal de I’ataxie. ANO10 (ou TMEM16K) est un
membre de la famille des anoctamines qui codent pour des canaux chlore calcium-dépendant.
Le r6le des canaux chlore calcium-dépendant dans la régulation de I’excitabilité neuronale est
bien établi et les dérégulations de la signalisation calcique au niveau des cellules de Purkinje
est un des mécanismes majeurs responsables d’une ataxie cérébelleuse. ANO10 peut jouer un
role dans cette signalisation et donc une absence d’ANO10 pourrait entrainer une perturbation
calcique et étre responsable de cette nouvelle forme d’ataxie cérébelleuse pure. Cette forme
d’ataxie due a des mutations dans un canal chlore rappelle les ataxies épisodiques dominantes
de type 1 et 2 qui résultent des mutations dans les 2 genes KCNA1 (ou Kv1.1) et CACNALA
respectivement. Ces 2 genes sont particulierement abondants dans le cervelet. KCNA1 code
pour un canal potassium voltage-dépendant (Browne et al., 1994). CACNAL1A code pour la
sous-unité a (cav2.1) d’un canal calcium P/Q voltage-dépendant, un des principaux canaux
impliqués dans la libération de neurotransmetteur dans le systéme nerveux central. Cependant,

la fonction de ANO10 reste a élucider.

D. La rundataxine definit une nouvelle voie physiopathologique

L’identification de la rundataxine souligne une fois de plus 1’hétérogénéité
physiopathologique des ataxies récessives en impliquant un nouveau mécanisme lié au
transport vésiculaire. Malgré un LOD score dans notre famille AR inférieur a 3, la région
3027.3-qter était la seule région liée a la maladie dans cette famille. De plus la mutation
2927delC au niveau de I’exon 19 du géne KIAA0226 était la seule mutation pathologique
trouvée dans les 49 génes séquencés sur les 55 génes de la région (les 6 autres genes étaient
de trés mauvais candidats pour une ataxie). La recherche de mutations dans 172 autres
familles n’a pas permis I’identification d’une autre mutation causale dans ce géne suggérant
que cette forme d’ataxie est trés rare. Au niveau protéique, la mutation 2927delC entraine
I’utilisation d’un nouveau cadre de lecture et I’absence du motif C-terminal de liaison au
DAG.
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1. Le domaine RUN

Les données bioinformatiques ainsi que nos premiers résultats de caractérisation de la
rundataxine suggérent que la rundataxine est impliquée dans le trafic vésiculaire. Comme ses
paralogues, la rundataxine ne contient pas de domaine transmembranaire. Elle contient un
domaine RUN en N-terminal et un domaine DAG-binding like en C-terminal. La fonction des
paralogues de la rundataxine n’est connue que pour la PLEKHMI et RUFY1. Les domaines
RUN sont présents dans les protéines associées aux Rab GTPases. Malgré la divergence entre
les domaines RUN, ils sont tous organisés en 6 motifs (A-F) riches en acides aminés
hydrophobes conservés et possedent une structure secondaire dominée par des hélices a. Des
acides aminés basiques (R, K et H) présents dans les blocs A et D sont trés conservés et
peuvent jouer un réle dans I’interaction avec les petites GTPases de la famille Rab (Callebaut
et al., 2001). La fonction des domaines RUN n’est pas bien connue. Le géne PLEKHM1 code
pour une protéine adaptatrice qui contient en plus des domaines RUN et du domaine C-
terminal de liaison au DAG, deux domaines PH. Les domaines PH sont présents dans une
large variété de protéines impliquées dans le trafic intracellulaire (incluant celles qui
interagissent avec les petites GTPases). Ces domaines lient les phosphoinositides et sont
responsables du recrutement de la protéine vers la face cytosolique de la membrane (Cozier et
al., 2004). La PLEKHM1, paralogue le plus proche de la rundataxine, colocalise avec Rab7 au
niveau des endosomes tardifs/lysosomes. La localisation de la PLEKHM1 au niveau des
endosomes tardifs dépend du recrutement de Rab7 a la membrane endosomale apres son
activation par geéranylgéranylation (Van Wesenbeeck et al.,, 2007). L’absence de la
PLEKHMI1 entraine [Daltération des processus impliqués dans le transport/fusion des
endosomes tardifs dans les ostéoclastes et en conséquence empéche la formation de la bordure
en brosse. D’autre part, le domaine RUN de RUFY1 (Rabip4) situé en N-terminal est
responsable de sa localisation subcellulaire au niveau des membranes puisque les interactions
avec Rab4 et les PtdIns(3)P, situées au niveau du domaine C-teminal, ne sont pas suffisantes

pour I’association membranaire de RUFY'1 (Mari et al., 2001).

2. Le motif DAG

Le motif DAG binding-like de la rundataxine (HX;3CX,;CX17CX,CX4HX,CXgC)

differe, par sa composition en acides amines compris entre les différentes cystéines et
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histidines, du domaine C1 des proteines Kkinases typiques et atypiques
(HX12CX,CX13CX,CX4HX,CX,C) (Figure 21). 1l sera important de veérifier la capacité du
motif de la rundataxine a lier le diacylglycérol et d’étudier la fonction exacte de ce motif.
Notons que le domaine C1 present dans les Vav et DAG kinases ne lie pas le DAG. Vavl est
un GEF pour Racl, RhoA et cdc42. Les domaines PH et Cl de vavl contribuent
indirectement a cette activité GEF (Rapley et al., 2008). Les mutations de la protéine kinase
Cy responsables de 1’ataxie spinocérébelleuse SCA14 sont concentrées au niveau du domaine
C1. PKCy est exprimée au niveau des différents neurones en particulier au niveau des cellules
de Purkinje du cervelet qui dégénérent dans SCA14. Les mutations du domaine C1 perturbent
la translocation a la membrane et 1’activation de sa fonction kinase. Ceci résulte en une
diminution de la phosphorylation des canaux calciques TRPC3 (canonical transient receptor
potential) et une altération du flux calcique. Un taux intracellulaire élevé de calcium est alors
probablement responsable de la neurodégénérescence observée dans SCA14 (Adachi et al.,
2008).

D’autre part, le role du DAG dans la fusion vacuolaire chez la levure S.cerevisae est
confirmé par I’utilisation d’inhibiteurs de la phospholipase C. Ces inhibiteurs bloquent la
synthése du DAG qui provient de I’hydrolyse du PI(4,5)P, par la phospholipase C. Cette
fusion dépend des Rab et des complexes SNARE et nécessite aussi les autres
phosphoinositides comme le P1(4,5)P, ou le PI(3)P (Jun et al., 2004). De plus, le précurseur
du DAG, PI(4,5)P,, est nécessaire pour les premiéres étapes de la fusion vacuolaire;

I’amorgage et 1’arrimage.

3. Expression de la rundataxine

La rundataxine est exprimée d’une manicre ubiquitaire et elle doit étre présente en
faible quantité dans les fibroblastes dans lesquels nous n’avons pu mettre en évidence que son
transcrit. Nous avons pu mettre en évidence un épissage alternatif de ce transcrit extrait a
partir des fibroblastes humains. Cet épissage alternatif ne change pas le cadre de lecture et est
en phase avec les domaines RUN et DAG binding-like. Bien qu’ubiquitaire, il sera intéressant
de déterminer le profil d’expression de la rundataxine dans différentes régions neuronales au

cours du développement et de la différenciation neuronale pour vérifier si la rundataxine a un
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Cl-PKCa DHKFIARFFKQPTF-CSHCTDEF---IWGEFGKQ-GFQCQVCCEFVVHKRCHEFVTFES-C

Cl -vav GHDFQMFSFEETTS-CKACQOML---LRGTFYQ-GYRCHRCRASAHKECLGRVPP--C
C1l-PKC( GHLFQAKRENRRAY-CGQCSER---IWGLARQ-GYRCINCKLLVHKRCHGLVPLT-C
PLEKHM1 QHVYHCDLCTQRGFICQICQHH-DIIFPFEFDTTVRCAECKTVFHQSCQAVVKKG-C
Rundataxine THVERCMLCQAKGFICEFCONEDDIIFPFELHKCRTCEECKACYHKACFKSGSCPRC

Figure 21: Alignement entre les domaines C1

La signature du domaine C1 de la PLEKHML1 et de la rundataxine differe de celle des protéines kinases typiques
et atypiques par le nombre des acides aminés compris entre les cystéines et histidines conservées.



réle particulier dans certaines structures du systeme nerveux central ou au cours du

développement.

La difficulté a détecter la rundataxine endogéne dans les fibroblastes humains de sujets
contrbles et de patients nous a amenés a poursuivre sa caractérisation uniquement par
surexpression dans des cellules COS et Hela. Nous avons observé une association de la
rundataxine aux vésicules et nos études de colocalisation montrent que la rundataxine
colocalise avec Rab7. De plus, la rundataxine ne colocalise pas avec Rab5 située au niveau
des endosomes précoces. Des résultats préliminaires montrent aussi 1’absence de
colocalisation avec EEA1 (EEAL; early endosome antigenl). Les résultats de comarquage ave
EEAL restent a confirmer ainsi que la présence ou I’absence de colocalisation de la
rundataxine avec des marqueurs des lysosomes (LAMP1 et LAMP2). L’interaction entre la
rundataxine et Rab7 peut aussi étre confirmée par des expériences de co-immunoprécipitation.
Il sera intéressant de tester si 1’interaction de la rundataxine avec Rab7 est une interaction
directe comme c’est le cas de Rab5 avec RUFY1 et probablement aussi de la PLEKHM1 avec
Rab?7.

Comme prévu, la rundataxine mutante est bien détectée par 1’anticorps N-terminal et
non détectée par I’anticorps C-terminal confirmant 1’absence du motif DAG-binding like.
Ceci suggere aussi que la rundataxine mutante est stable, ce qui peut s’expliquer par la
troncation d’une partie relativement petite de la protéine et le remplacement par un peptide
sans structure prédite. La rundataxine mutante exprimée dans les cellules Hela présente une
localisation cytosolique diffuse, ce qui montre que le motif DAG-binding like de la

rundataxine est responsable de sa localisation au niveau des endosomes.

4. Rubicon (Rundataxine)

Zhong. et al et Matsunaga et al. (Matsunaga et al., 2009; Zhong et al., 2009) ont également
identifié des 2009 la rundataxine qu’ils ont nommée Rubicon. Nous n’avons pas pu identifier
I’identité entre Rundataxine et Rubicon que lorsque les banques de séquence (dans notre cas
SwissProt) ont mis a jour 1’annotation de la séquence protéique de KIAA0226 avec les
publications s’y rattachant, en octobre 2010. En effet, les deux articles princeps sur Rubicon
d’avril 2009 ne contenaient la mention de KIAA0226 ni dans le résumé des articles, ni dans les

mots-clés, de telle sorte que ces articles ne pouvaient pas étre identifiés par recherche
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bibliographique éléctronique avec ce mot-clé. Il conviendra a I’avenir de donner le crédit de la
premiere description de la protéine a Zhong et al. et Matsunaga et al. en appelant
systématiquement cette protéine Rubicon (Rundataxine). Ces auteurs ont identifié Rubicon en
cherchant par purification d’affinité et microséquencage les partenaires protéiques de la
Beclinel, un effecteur essentiel des mécanismes d’autophagie. Ils ont ainsi purifié¢ 2 nouvelles
protéines, Rubicon et Atgl4L, en complexe avec la Beclinel. Le nom de Rubicon découle de
cette caractérisation: RUN domain and cysteine-rich domain containing, Beclinl-interacting
protein. La Beclinel forme un complexe stable avec hVVps34 ou phosphatidylinositol-3 kinase
(PI(3)K) de classe Il et hVpsl5. Ce complexe est impliqué dans la régulation de
I’autophagie. Zhong. et al et Matsunaga et al. ont identifi¢ in vivo un complexe majeur
contenant la Beclinel, p150/hVpsl5, hVps34, UVRAG, Atgl4L et Rubicon. lls ont pu
déterminer aussi les domaines protéiques responsables de ces interactions. La Beclinel
interagit avec Atgl4L grace a son domaine coiled-coil alors que I’interaction de la Beclinel
avec Rubicon nécessite a la fois son domaine coiled-coil et son domaine conservé au cours de
I’évolution nommé ECD. A son tour, Atgl4L s’associe avec la Beclinel et hVps34 grace a
ses 2 domaines coiled-coil. Le domaine coiled-coil de Rubicon est responsable de son
interaction avec la Beclinel et Vps34. Ces deux équipes ont pu déchiffrer le role d’Atgl4L et
Rubicon dans la régulation de Dl’autophagie en modulant ’activité de Vps34. Atgl4L
augmente ’activité de Vps34 et intervient dans la formation de 1’autophagosome alors que
Rubicon diminue [Dactivit¢é de Vps34 et intervient dans I’étape de maturation de
I’autophagosome.  Rubicon co-localise  principalement avec le marqueur des
endosomes/lysosomes Lampl, ce qui est totalement en accord avec mes propres résultats de
colocalisation, et n’est pas localisée a la membrane des autophagosomes contrairement a
Atgl4L qui est localisée a la membrane des autophagosomes et du réticulum endoplasmique
qui constitue une source de membranes pour les autophagosomes. Rubicon ne colocalise pas

avec le marqueur GM 130 de I’appareil de Golgi et colocalise partiellement avec EEAT.

A partir de ces résultats, les auteurs proposent la présence de 2 complexes: un
complexe au niveau de 1’autophagosome formé de la Beclinel, Vps34 (PI3Kinase III), Vps15
et Atgl4L et impliqué dans la formation de ’autophagosome et un 2°™ complexe localisé au
niveau des endosomes, formé de la Beclinel, Vps34 (P13-Kinase I11), Vpsl5, UVRAG et
Rubicon et impliqué a la fois dans la maturation de I’autophagosome et de 1’endosome
(Figure 22). Rubicon régule négativement la fusion de I’autophagosome au lysosome et le

transport endocytaire. En effet, une inhibition de 1’expression de Rubicon résulte en une
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Figure 22: Les différents complexes possibles impliqués dans la régulation de I’autophagie

a. Dans les conditions physiologiques normales, un complexe majeur est formé d’un core principal ( Beclinel, p150/hVps15,
hVps34, UVRAG et Atgl4L) en association avec Rubicon .
D’autres complexes peuvent aussi étre présents et participent dans la régulation de I’autophagie en modulant I’activité de Vps34:
b. Complexe contenant la Beclinelet Atgl4L et intervenant dans la biogénése de 1’autophagosome.
c. Complexe contenant Rubicon et Vps34 et régulant négativement la maturation de I’autophagosome

(Modifiée d’apres Zhong et al. Nat Cell Biol. 2009 April; 11(4): 468-476)



augmentation de la dégradation lysosomale du récepteur a I’EGF et en une réduction du
recyclage vers la membrane plasmique du récepteur de la transferrine aprés son internalisation

a travers les compartiments de 1’endocytose.

D’autre part, Tabata et al (Tabata et al.) ont montré tres récemment que Rubicon ainsi
que son homologue, la PLEKHML, interagissent directement avec Rab7 via leur domaine C-
terminal nommeé RH (Rubicon homologous domain). Ce domaine, compose de 9 cystéines et
d’une histidine, est le domaine que nous avons nommé DAG binding-like et présente une
homologie avec les domaines FYVE qui lient les phosphoinositides (domaines en doigt de
zinc). Zhong et al. ont trouvé que, grace a son domaine riche en cystéines, Rubicon est
localisée au niveau de structures enrichies en Phosphatidylinositols-3 Phosphate (PtdIns(3)P).
Nos résultats de colocalisation avec Rab7 et de I’effet de la mutation (p.Ala943ValfsX146)
qui altére ce domaine sont en accord avec ceux de Tabata puisque la mutagénése des cystéines
et de I’histidine du doigt de zinc-like (mutants CGHL) réalisée par Tabata et al. abolit
I’interaction de Rubicon et de PLEKHMI1 avec Rab7 et donc leur localisation au niveau des
endosomes. Contrairement a Rubicon, la PLEKHMI1 n’interagit pas avec la Beclinel. Pour
remplir sa fonction, Rubicon s’associe a la fois au complexe Beclinel- hVps34- hVpsl5 et a
Rab7 (Figure 23). Comme Rubicon, la PLEKHM1 régule négativement le trafic endocytaire
du récepteur a ’EGF. Alors que la surexpression de PLEKHMI1 ou de Rubicon inhibe le
transport de ’EGF vers les lysosomes et entraine un é¢largissement des endosomes, la
surexpression des mutants CGHL n’a aucun effet sur le transport vers les lysosomes ou la
morphologie des compartiments endocytaires. Ceci montre que Rubicon facilite le recyclage
des récepteurs a la membrane plasmique et réduit le transport vers les lysosomes grace a son
association avec Rab7. De plus, les mutants CGHL de Rubicon peuvent s’associer a la
Beclinel. Les résultats de Tabata montrent que Rubicon sert d’intermédiaire dans 1’interaction
de Rab7 avec hVps34 et hVpsl15. De plus, I’interaction avec Rab7 n’est pas suffisante a elle
seule pour assurer la totalité des fonctions de Rubicon. L’association avec le complexe de la
Beclinel est également essentielle. Des résultats précédents ont montré qu’'UVRAG se lie au

complexe HOPS qui a une activité GEF (guanine exchange factor) pour Rab7.

Contrairement a Rubicon, UVRAG régule positivement 1’activité de Vps34/
PI3Kinase de classe Ill et est impliquée dans la maturation de 1’autophagosome et de
I’endosome probablement par son interaction avec C-VPS/HOPS. Trés récemment, Sun et al.
(Sun et al.) ont montré qu’UVRAG et Rab7 sont en compétition pour s’associer a Rubicon.

Rubicon séquestre UVRAG du complexe HOPS et bloque donc ’activation de Rab7. Une fois
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Figure 23: Rubicon et PLEKHML1: r6le dans la voie de I’endocytose

Rubicon et PLEKHM1 régulent négativement la voie endocytique gréce a leur interaction avec Rab7.
Rubicon s’associe a la fois au complexe de la Beclinel-PI3kinase et Rab7 lui permettant de réguler la voie
endocytique et la maturation de I’autophagosome. En régulant négativement la voie de I’endocytose,
Rubicon et PLEKHML pourront faciliter le recyclage des récepteurs a la membrane plasmique et réduire le

transport vers les lysosomes.

(D’apres Tabata et al. Mol Biol Cell. 2010 Dec;21(23):4162-72)



Rab7 est sous sa forme active liée au GTP, elle interagit avec Rubicon et entre en compétition
avec UVRAG du complexe Rubicon/lUVRAG. Autrement dit, Rab7-GTP libére UVRAG
séquestrée par Rubicon. Ceci a deux conséquences: d’une part UVRAG se lie au complexe C-
VPS/HOPS et ’active et d’une autre part, I’activit¢ PI3Kinase de classe III est affectée
puisque UVRAG régule positivement cette activité. De cette facon, Rubicon agit comme un
effecteur de Rab7 en régulant négativement I’activation de Rab7 et la maturation des

endosomes.

L’ensemble de ces résultats a donc révélé le role de la partie centrale de Rubicon
contenant le domaine coiled-coil qui est responsable de son interaction avec la Beclinel ainsi
que le role du domaine C-terminal dans I’interaction avec Rab7. Rubicon interagit avec
Vps34/ PI3-Kinase via son domaine RUN comme le montrent Sun et al (Sun et al.). Le
domaine RUN est aussi indispensable pour la régulation de 1’activité Kinase de PI3-Kinase et

de I’autophagie.

L’absence de la colocalisation de Rubicon avec Rab7 dans le cas de la mutation
(p.Ala943ValfsX146) trouvée dans notre famille a donc le méme effet que les mutants CGHL.
Dans ce cas, seule I’interaction avec Rab7 est altérée et donc il y aura une dérégulation de
I’endocytose. La maturation des endosomes sera augmentée, le transport vers les lysosomes
ainsi que la dégradation lysosomale des récepteurs comme le récepteur a I’EGF seront

accélérés et le recyclage des récepteurs sera diminue.

D’autre part, I’expression de Rab7 dans les cellules neuronales s’explique par son réle dans le
transport axonal. En effet, Rab7 interagit avec TrkA et contréle le trafic endosomal et la
signalisation de TrkA (Saxena et al., 2005). Dans le systeme nerveux, les neurotrophines
(NGF, BDNF...) et leurs récepteurs tyrosine kinase Trk régulent un grand nombre de
processus incluant la survie cellulaire, la prolifération, la croissance des neurites et des
axones, la plasticié synaptique, et I’expression d’importantes protéines comme les canaux
ioniques et les récepteurs aux neurotransmetteurs. La liaison des neurotrophines a leurs
récepteurs TrkA active la cascade de signalisation a la surface cellulaire. La signalisation
TrkA active les petites GTPases incluant Ras, Rap-1, la famille des Rho/Rac GTPases et les
voies régulées par les MAPKinases, PI13-kinase et la phospholipase C y. En présence de NGF,
les cellules PC12 commencent leur différenciation par la croissance des neurites qui dépend
de Erkl et 2 (extracellular signal-regulated kinases) activées par la signalisation TrkA. Rab7

GTP (active) augmente la vitesse de transport endosomal assuré par la dynéine le long des
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microtubules. Notons que la phospholipase C, activée par la signalisation TrkA, est
responsable de I’hydrolyse du PI(4,5)P, en diacylglycérol et IP3. Le DAG active les protéines
kinases C. Dans les cellules PC12, PKC 6 est nécessaire pour la croissance des neurites sous

I’action du NGF et I’activation des kinases Erkl et 2.

Les récepteurs TrkA activés ne sont pas localises uniquement a la surface cellulaire
mais aussi au niveau des endosomes. Apres leur activation, les récepteurs TrkA présents dans
les vésicules revétues de clathrine sont internalisés. L’internalisation des récepteurs TrkA
constitue une étape importante dans la croissance des neurites. Les récepteurs TrkA
internalisés seront triés des endosomes précoces vers les endosomes tardifs et une partie sera
dégradée par les lysosomes (Saxena et al., 2005). D’autres récepteurs internalisés seront
transportés d’une maniere rétrograde sur de longues distances de la synapse vers le corps
cellulaire du neurone pour assurer les différentes réponses. Ce transport est médié par la
dynéine le long des microtubules. L’internalisation des récepteurs permet donc d’arréter la

signalisation d’un c6té et d’un autre coté de transmettre ce signal par transport rétrograde.

L’expression du dominant négatif Rab7 T22N résulte en une accumulation de TrkA au
niveau des endosomes et une augmentation de la signalisation de TrkA dans des cellules
PC12. Ceci entraine aussi une augmentation de la phosphorylation de Erk1/2 et donc de leur
activation, de la croissance des neurites et de 1’expression de GAP-43 (growth associated
protein 43) (Saxena et al., 2005). Or Rab7 joue un réle important dans cette signalisation en
régulant le transport rétrograde au niveau des axones des neurones moteurs et sensitifs.
Deinhardt et al ont montré que Rab7 est présente dans les vésicules de transport axonal
rétrograde impliquées dans le transport de neurotrophines et de leurs récepteurs (Deinhardt et
al., 2006).

Le r6le de Rab7 dans le transport rétrograde au niveau du systéme nerveux suggeére
que la rundataxine pourrait étre impliquée dans ce transport. Des mutations faux-sens de Rab7
sont responsables de la neuropathie Charcot-Marie-Tooth de type Il ulcéro-mutilante CMT2B
(Houlden et al., 2004; Meggouh et al., 2006; Verhoeven et al., 2003). Ces mutations touchent
des acides aminés trés conservés, ont un effet similaire a celui d’une forme mutante
Rab7Q67L constitutivement active, et montrent une réduction de I’hydrolyse du GTP.
Contrairement a Rab7Q67L, les mutations causant CMT2B ont une affinité réduite pour les
nucléotides guanilique et en particulier pour le GDP (Cogli et al., 2009; De Luca et al., 2008;

Spinosa et al., 2008). Ceci suggere que les formes mutantes de Rab7 sont des mutations gain
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de fonction qui restent sous forme active, liees au GTP. Dans CMT2B, les mutations de Rab7
inhibent la croissance des neurites dans les cellules PC12 et Neuro2A (Cogli et al.). Cet effet
est aussi observé dans le cas du mutant Rab7Q67L. Une des mutations de Rab7 dans CMT2B
(L129F) montre une altération de la poche de liaison aux nucléotides qui entraine une
altération de liaison du GTP (McCray et al.). McCray et al ont montré que 1’augmentation de
I’activité GTPase dans les formes mutantes est due a un manque de régulation d’échange
nucléotidique plutdt qu’a un défaut de I’hydrolyse, conduisant a une activation excessive de
Rab7, a une localisation membranaire prolongée, et a une augmentation de I’interaction de
Rab7 avec ses effecteurs. De plus, les mutants Rab7 sont capables d’étre activés grace a un

échange rapide pour le GTP et non contrdlé par les GEFs et les GAPs.

5. Rubicon (Rundataxine) et protéines impliquées dans les paraplégies
spastiques

La fonction suggéree de la rundataxine dans le trafic vésiculaire semble se rapprocher
plus de celle des protéines mutées dans les paraplégies spastiques. Certaines protéines mutées
dans les paraplégies spastiques partagent des mécanismes communs importants pour le

maintien axonal.

La spastine, une AAA ATPase, est mutée dans la paraplégie spastique SPG4 (Charvin
et al., 2003; Hazan et al., 1999). Elle joue un rdle important dans la dynamique des
microtubules d’une maniere similaire a la katanine impliquée dans cette fonction. Les
mutations de la spastine sont associées avec une interaction anormale avec les microtubules
(Errico et al., 2002) et avec un regroupement anormal des mitochondries et des peroxysomes
dans la région périnucléaire (McDermott et al., 2003). Ceci suggére une perturbation du
transport intracellulaire médié par la kinésine. La spastine joue aussi un réle dans le trafic
membranaire grace a son domaine MIT (microtubule interacting and traffiking domain) et ses
interactions avec la protéine centrosomale NA14 (Errico et al., 2004) et avec la protéine
CHMP1B, une protéine associée au complexe ESCRTIII (endosomal sorting complex
required for transport) (Reid et al., 2005). De plus, la spastine est présente au niveau de la
voie sécrétoire précoce, des endosomes et du midbody ce qui suggere un rdle dans la
cytokinése (Connell et al., 2009). La spastine interagit avec 1’atlastine (Evans et al., 2006;
Sanderson et al., 2006).
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L’atlastine est mutée dans SPG3 (Zhao et al., 2001b). L’atlastine est une GTPase
localisée au niveau du golgi, du réticulum endoplasmique, des neurites et des cbnes de
croissance et est impliquée dans la croissance des neurites (Zhu et al., 2003; Zhu et al., 2006).
Des mutations dans le domaine GTPase altérent la morphologie du Golgi et du réticulum
endoplasmique ceci montre que 1’atlastine est impliquée dans le trafic vésiculaire a I’interface
Golgi/ER et dans la maturation de I’appareil de Golgi (Namekawa et al., 2007).

L’alsine, qui est un GEF pour Rab5 et Racl, est mutée dans la paraplégie spastique
ascendante avec début infantile et dans une forme juveénile de sclérose latérale amyotrophique
(Eymard-Pierre et al., 2002; Hadano et al., 2006; Hadano et al., 2001; Topp et al., 2004). Les
mutations de 1’alsine entrainent une altération du trafic vésiculaire. La déficience en alsine,
localisée au niveau des endosomes précoces, conduit a une fusion retardée des endosomes
contenant I’EGF et une diminution de leur motilité. Ceci suggere un rdle de I’alsine dans la

fusion endosomale dépendante de Rab5 (Hadano et al., 2006).

NIPAL, mutée dans SPG6 (Rainier et al., 2003), est un transporteur de magnésium
associé aux endosomes précoces (Goytain et al., 2007). La spartine, mutée dans SPG20
(Ciccarelli et al., 2003) semble étre impliquée dans les mémes mécanismes que son
interacteur Epsl5: DI’endocytose et le trafic vésiculaire (Bakowska et al., 2005). La
maspardine, mutée dans SPG21 (Simpson et al., 2003), est localisée au niveau des membranes
du réseau Golgi/ réticulum endoplasmique supportant son rdle dans cette voie (Hanna and
Blackstone, 2009).

Il semble donc bien que la mutation de la rundataxine perturbe des voies
physiopathologiques similaires a celles des paraplégies spastiques et des neuropathies
périphériques, méme si les trois patientes de notre famille mutée ne présentent ni spasticité ni

neuropathie périphérique.

E. Conclusions et perspectives générales

En conclusion, notre stratégie de cartographie par homozygotie nous a permis
d’identifier 4 génes responsables de nouvelles formes d’ataxie. Cependant, les progres dans le
séquencage du génome humain va permettre de s’affanchir de 1’étape de cartographie
d’homozygotie proprement dite, pour aller directement a la recherche de la mutation. Les
nouvelles avancées dans les possibilités de séquencage consistent en un séquencage a haut

débit ciblé sur I’ensemble des exons codants du génome a partir de puces de capture dediées a
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I’exome. Ces nouvelles approches vont générer une masse considérable d’informations
difficiles a gérer, méme si la méthode peut partiellement se substituer & la liaison génétique en
permettant de faire de la cartographie par homozygotie directement a partir des données de
séquence. La masse de données accumlées devrait conduire a des besoins supplémentaires en
validation de résultats. Différentes techniques de séquencage a haut débit ou «next generation
sequencing»sont présentes sur le marché et différent par la préparation des échantillons, le
séquencage et 1’alignement des séquences. Une difficulté inhérente a la production d’énormes
quantités de séquences est de distinguer la vraie mutation pathogéne (signal) des nombreuses
variations silencieuses polymorphiques du génome (bruit).

L’utilisation efficace de ces nouvelles stratégies devrait permettre d’identifier des
dizaines d’autres génes d’ataxie récessive, puisque ce groupe de maladies, comme d’autres,
semble étre d’une incroyable complexité et diversité. L’identification de nouveaux genes
d’ataxie permettra d’établir une corrélation phénotype-génotype et d’orienter le diagnostic et

la thérapie de ces ataxies.
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Résumé

Les ataxies héréditaires représentent un groupe hétérogéne de pathologies caractérisées par des anomalies de
coordination des mouvements associées a des troubles de I’équilibre et de la marche et sont principalement dues
a la dégénérescence du cervelet et de ses connections afférentes et efférentes. Notre travail se concentre sur les
ataxies progressives récessives non métaboliques, indépendamment du site de la pathologie. A ce jour, 14 génes
responsables d’ataxies récessives progressives non métaboliques ainsi que plusieurs loci ont été identifiés, mais
un grand nombre de patients reste sans diagnostic, indiquant que d’autres génes responsables d’ataxie restent a
identifier.

Nous avons analysé un ensemble de 97 familles consanguines par puces de génotypage 10K ou 50K afin
d’identifier les génes responsables. Dans un premier temps, nous avons étudié I’utilité et les limites des puces
pour le diagnostic de I’ataxie du Charlevoix-Saguenay (ARSACS), de I’ataxie avec apraxie oculomotrice de
types 1 et 2 (AOA1 et AOA?2) et de I'ataxie télangectasie (AT). Nous avons ainsi pu identifier 10 mutations
responsables d’ataxie: 6 familles possédaient une mutation dans le géne de la sacscine, 2 familles avaient une
mutation dans le géne de I’aprataxine, une famille pour le géne de la senataxine et une famille pour le gene
ATM. Gréce a notre stratégie de cartographie par homozygotie, nous avons pu identifier dans le reste des familles
quatre géenes responsables de nouvelles formes d’ataxies autosomiques récessives. Nous avons localisé un
nouveau géne en 1g41-g42 et nous avons identifié les mutations causales dans le gene ADCK3 codant pour une
kinase atypique mitochondriale impliquée dans la synthese du coenzyme Q. Les patients mutés présentaient
une ataxie cérébelleuse débutant dans I’enfance, parfois associée a une intolérance a I’exercice et une élévation
modérée des lactates sériques. L’identification de mutations ADCK3 dans une nouvelle forme d’ataxie
autosomique récessive démontre le réle primaire du déficit en coenzyme Qo dans la physiopathologie de cette
ataxie. Par la suite, nous avons pu identifier un locus d’ataxie autosomique récessive lentement progressive dans
4 familles Algériennes consanguines et une grande famille des Emirats Arabes Unis. Ce locus est situé dans la
région péricentromérique du chromosome 20 qui correspond au locus PHARC (pour Polyneuropathy, Hearing
loss, Ataxia, Retinitis pigmentosa and Cataract). Nous avons pu identifier deux mutations tronquantes dans le
géne ABHD12 chez les atteints des 5 familles. Le gene ABHD12 code pour une o/f hydrolase impliquée dans
I’hydrolyse de I’acide 2-arachidonique-glycérol, un endocannabinoide majeur du SNC. L’identification de
mutations dans ABHD12 ouvre la voie vers la compréhension du mécanisme physiopathologique dans le
PHARC. L’analyse des puces Affymetrix m’a permis d’identifier une famille homozygote et liée au niveau du
chromosome 3p22.3-21.32. Une collaboration avec S. Vermeer et collegues (Nimégue) a permis d’identifier des
mutations dans le géne ANO10 dans une nouvelle forme d’ataxie avec atrophie cérébelleuse sévére. ANO10 ou
TMEM16K est un membre de la famille des anoctamines qui comprend au moins 9 protéines possédant 8
domaines transmembranaires et un domaine DUF590 de fonction inconnue. Ce gene code pour un canal chlore
calcium-dépendant hautement exprimé dans le cerveau adulte, en particulier au niveau des lobes frontaux et
occipitaux et du cervelet. Finalement, j’ai identifie par la méme approche la mutation causale chez les 3 patientes
d’une grande famille originaire d’Arabie Saoudite consanguine. La mutation, une délétion homozygote
(2927delC) au niveau de I’exon 19 du géne KIAA0226, entraine un décalage du cadre de lecture. KIAA0226 code
pour une nouvelle protéine, que j’ai nommée rundataxine et qui possede un domaine RUN, un domaine coiled-
coil et un domaine similaire aux domaines de liaison au DiAcylGlycérol des protéines kinases C (domaine
«DAG binding-like»). Au niveau protéique, la mutation (p.Ala875ValfsX146) entraine I’apparition d’une
nouvelle phase de lecture de 146 acides aminés en remplacement du domaine «DAG binding-like», trés conservé
au cours de I’évolution. L’homologue le plus proche a la rundataxine, la PLEKHM1 colocalise avec Rab7, un
marqueur des endosomes tardifs de la famille Rab GTPase. Pour caractériser la rundataxine, j’ai produit des
anticorps contre les extrémités N et C terminales de cette protéine pour étudier sa localisation subcellulaire. J’ai
observé une association de la rundataxine avec les vésicules et la colocalisation de la rundataxine avec Rab7. La
rundataxine mutante exprimée dans les cellules Hela présente une localisation cytosolique diffuse, ce qui montre
que le motif DAG-binding like est responsable de la localisation de la rundataxine au niveau des endosomes. Ces
résultats d’immunomarquage sont en accord avec les résultats publiés récemment par 2 équipes qui ont
caractérisé sur le plan fonctionnel cette protéine qu’ils ont nommée Rubicon (Zhong. et al et Matsunaga et al). Ils
ont montré que Rubicon interagit avec le complexe Beclinel, phosphatidylinositol-3 kinase (P1(3)K)/Vps34,
Vpsl5 et UVRAG impliqué dans la régulation de I’autophagie. Rubicon régule négativement I’autophagie, la
maturation de I’autophagosome et des endosomes, et la voie de I’endocytose. Tres récemment, Tabata et al. ont
montré que Rubicon et son homologue PLEKHML1 interagissent directement avec Rab7 par leur domaine C-
terminal DAG binding-like.

En conclusion, I’identification de 4 génes d’ataxie récessive impliqués dans des mécanismes différents a permis
de montrer la grande hétérogénéité physiopathologique des ataxies. La caractérisation fonctionnelle de ces génes
permettra d’élucider les mécanismes impliqués dans les ataxies récessives.
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