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AVANT-PROPOS

La génétique a connu ces dernieres décennies un essor sans précédent. Grace a
une connaissance accrue et grandissante des meécanismes régissant la biologie
cellulaire, la médecine aspire désormais a une prise en charge personnalisée, adaptée
au bagage génétigue de chacun. Guidée par une évolution technologique a grande
vitesse, la perspective de traitements de précision par modification génique se fait de
plus en plus palpable. L'’ensemble de la communauté médicale et scientifique prend
toutefois conscience de la nécessité d’encadrer ce progrés, aussi prometteur soit-il.
Comme la prise en charge des patients nous le rappelle constamment, nous sommes en
effet des étres sociaux, évoluant dans des environnements variés et caractérisés par une
diversité culturelle, ethnique ou encore linguistigue, qui ne saurait se résumer aux

variations du code génétique.

Notre quéte de la modernité ne doit pas nous faire perdre de vue I'objectif de la
science médicale, qui vise a soigner les maux et non a corriger les imperfections. La
richesse des phénotypes et génotypes, qui fait partie intégrante de notre évolution, reste
encore largement un mystere.

La génétique médicale a trés tot contribué a l'identification de pathologies rares,
notamment neurodéveloppementales avec déficience intellectuelle. Un des meilleurs
exemples est l'identification de la cause des patients atteints du syndrome de Down en
1956 par Marthe Gauthier (1,2).

La collaboration entre les cliniciens et les biologistes permet lidentification de
nouveaux mécanismes physiopathologiques, avancant la compréhension nécessaire a

'ouverture de perspectives thérapeutiques.



.  INTRODUCTION

L’utilisation du Séquencgage Haut-Débit (SHD) a partir des années 2000 a permis
l'identification de nombreux génes en pathologie humaine, et plus particulierement dans
les pathologies neurodéveloppementales avec déficience intellectuelle (D).

Au sein du service de génétigue médicale du CHU de Nantes, la prise en charge des
patients atteints de déficience intellectuelle est une activité de premiére ligne, qui a
permis le recrutement des patients initiaux de cette étude. L’activité clinique et
moléculaire est en grande partie consacrée a l'identification des causes de retard de

développement et/ou de déficience intellectuelle, syndromique ou non.

Les patients rencontrés en consultation de génétique clinique dans cette indication sont
en majorité des enfants, qui peuvent bénéficier d’analyses ciblées et/ou pangénomiques

en fonction des orientations diagnostiques cliniques, paracliniques et biologiques.

A Nantes, le séquencage de I'exome est pratiqué en routine lorsque la déficience
intellectuelle est sévere et/ou qu'un conseil génétique est fortement demandeé.
L’utilisation de cette technique permet l'identification d’'une cause des troubles dans
environ 40% des cas (3). L'unité de biologie moléculaire analyse les données de SHD
dans le cadre diagnostic et la poursuite des investigations dans le cadre recherche est
courante chez les patients pour lesquels une cause moléculaire connue n’est pas

retrouvée.

C’est d’ailleurs par le biais du SHD et de 'exome qu’ont été identifiés les premiers

patients porteurs de variants CUL4B inclus dans la cohorte.

Dans une démarche d’identification des causes moléculaires de DI, l'intérét de
I'équipe du CHU de Nantes a été plus particulierement porté sur les génes du systéme
Ubiquitine-Protéasome (UPS), sur lequel nous reviendrons brievement, avant de préciser

'implication potentielle des variants CUL4B dans le systéeme UPS.



A.

Déficience Intellectuelle (DI)

1. Définition

La déficience intellectuelle fait partie des troubles neurodéveloppementaux (TND),

introduits dans le DSM (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders), manuel

de référence en psychiatrie.

Dans la derniére définition (selon le DSM-5, février 2015), la déficience

intellectuelle est une affection débutant pendant la période développementale

(enfance) et caractérisée par des difficultés affectant les domaines suivants :

Les fonctions intellectuelles telles que le raisonnement, la résolution de
problemes, la planification, la pensée abstraite, le jugement, I'apprentissage

académique et 'apprentissage par expérience.

Le fonctionnement adaptatif dont les déficits intervenant chez les enfants les
rendent incapables de répondre aux exigences développementales et
socioculturelles d'indépendance personnelle et de responsabilité sociale. Sans
soutien, les déficits d’adaptation limitent le fonctionnement dans un ou
plusieurs domaines de la vie quotidienne, tels que la communication, la
participation sociale, les habiletés de vie autonome dans divers
environnements, a domicile, dans le milieu scolaire, au travail ou dans la

communaute.

Classiquement, la sévérité de la DI était évaluée en utilisant les résultats des tests

standardisés du Quotient Intellectuel (QIl). Bien que le DSM-5 accorde une importance

moins grande a ces tests, ils restent utilisés en pratique et permettent une prise en charge

adaptée aux deéficits présentés dans chaque domaine de compétence, méme

indépendamment du résultat global. On retrouve ainsi la classification suivante :
e Dllégéere:50<Ql=<70
e DI modérée: 35<Ql <50
e Dlsévére:20<Ql=<35
e DI profonde : QI <20

Lors de I'évaluation clinique d’'une déficience intellectuelle, il est important d’établir si

celle-ci est isolée ou non. Dans le cas ou le patient présente des symptdbmes non
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secondaires aux troubles neurodéveloppementaux, tels qu’'un retard staturo-pondéral,
des malformations viscérales et/ou orthopédiques, une dysmorphie faciale, ou encore

une épilepsie, alors la déficience intellectuelle est considérée syndromique.

2. Particularités de la déficience intellectuelle liée a I'X

Devant la prévalence plus élevée de la déficience intellectuelle chez les garcons,
l'intérét de la communauté médicale et scientifique s’est porté vers les génes portés par

les chromosomes sexuels et, plus particulierement par le chromosome X.

L’interprétation des variants survenant sur le chromosome X est plus difficile, et il
est souvent nécessaire d’accumuler de nombreux arguments clinico-biologiques afin de
classer un variant comme bénin ou au contraire pathogene. Plusieurs situations

requiérent ainsi des précautions supplémentaires.

Se pose également la question de la pathogénicité d’un variant lorsque celui-ci est
hérité d’'une meére saine et que ses caractéristiques moléculaires ne permettent pas de
trancher de maniére claire. Le cas de figure ou une patiente porteuse d’'une forme Iégére
de DI transmet un variant de signification inconnue peut également se présenter et rendre

difficile I'interprétation de ce variant.

Le processus d’inactivation de I'’X ayant lieu dans les cellules portant deux
chromosomes X peut également étre biaisé et entrainer I'apparition de symptdémes quasi-

similaires a ceux trouvés chez les garcons chez une patiente.

Tout comme la DI liée a des génes présents sur les autosomes, la DI liée a I'X
(DILX) peut étre syndromique ou isolée, et actuellement la plus grande partie des causes

identifiées entrainent une DILX isolée (4).

Cependant, les genes incriminés dans la DI syndromique peuvent étre identifiés
chez des patients présentant des formes beaucoup moins évocatrices sur le plan extra-
neurologique. L’expansion phénotypique de pathologies cliniquement caractérisées
(syndromes) est en effet de plus en plus fréquente depuis l'utilisation du SHD en

pathologie humaine.

Parmi les pathologies responsables de Dl liée a I'’X, figure notamment le syndrome

de Cabezas, dont la cause a été identifiée récemment grace au SHD.
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B. Séquencage Haut Débit

L’arrivée sur le marché de la biologie moléculaire au début des années 2000 du
séquencage de nouvelle génération (NGS en anglais, pour Next Generation Sequencing)
ou SHD est une étape cruciale qui a suscité la réduction drastique des colts et du temps

nécessaire au séquencage du génome humain.

Figure 2: Prepare Genomic DNA Sample Figure 3: Attach DNA to Surface

T Figure 12: Sequencing Over Multiple Chemistry Cycles Figure 13: Align Data
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Figure 1. Etapes clés du Séquencage Haut Débit.

L'amplification des fragments sur la puce permettra ensuite un séquencage massif en paralléle des
fragments sélectionnés. Aprés la lecture de I'ensemble des bases incorporées par clusters, pour chaque
brin d'ADN, la séquence résultante est reconstituée en bioinformatique en alignant les reads a la séquence
connue. lllumina Sequencing Technology

C’est l'application des techniques de SHD en laboratoire de routine qui va
permettre a la génétique médicale un développement sans précédent. La création des
panels de géenes, le séquengage de I'exome et du génome, qui sont actuellement les
outils les plus utilisés en pathologie humaine, en découlent directement. L’étude

génétique des patients ne se fait plus « géne a géne » mais de maniere plus large.
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C. Le syndrome de Cabezas (MIM 300354)

Cette entité est de description assez récente, puisque les premiers patients
présentant des caractéristiques cliniques communes ont été publiés en 2000. L’équipe
du Dr Cabezas a rapporté sept individus issus d’une seule et méme famille, avec des
symptdomes communs parfois retrouveés a minima chez les méres, alors suspectes d’étre
transmettrices (5).

Le syndrome de Cabezas regroupe les manifestations cliniques principales
suivantes : déficience intellectuelle avec retard de langage, petite taille, hypogonadisme,
tremblement et troubles de la marche avec ataxie. Une dysmorphie faciale variable est
€galement souvent retrouvée, elle associe :

e Un visage aux traits un peu épais, un grand front, une prognathie.
e Des fentes palpébrales courtes et orientées en bas et en dehors.
e Un nez avec une racine plate et une pointe large bulbeuse.

e Une macrostomie avec une levre inférieure éversée.

e Des oreilles avec une implantation basse, en rotation postérieure.

Clinical findings Totals

Low IQ (range 20-54)*

Normal head circumference and eye measurements
Short stature (<10th centile)
Truncal obesity

Prominent lower lip

High palate

Testes (<10th centile)

Small feet (adult shoe sizes 6-7)
Gap between 1 & 2 toes
Hyperextensible joints

Kyphosis

Fine tremor

Muscle wasting lower leg

Wide based gait}

Decreased fine motor coordination
Impaired or absent speech
Decreased attention span
Hyperactivity

Mood swings

Aggressive behaviour

e R L R L el A A R o A
Vivivisiivimsniasvvsrsaraian i o e

Figure 2. Syndrome de Cabezas (5)

Dysmorphie faciale des patients de I'article princeps : on
note les traits épais, le front haut et large, la pointe du nez
bulbeuse, les oreilles proéminentes, les fentes palpébrales
en bas en dehors (patient 2 et 3), le menton proéminent.

Les caractéristiques cliniqgues rapportées a droite sont

issues des individus d’une seule famille.

Par la suite, d’autres auteurs ont décrit des patients présentant une clinique
compatible avec le syndrome de Cabezas, enrichissant la littérature scientifique de

manifestations associées au syndrome (6,7).
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Des anomalies morphologiques cérébrales ont notamment été recherchées en
2015 et observées chez dix patients porteurs de variants pathogenes dans le gene
CUL4B (8). Les signes principaux alors rapportés étaient une ventriculomégalie parfois
sévere, des anomalies de la gyration avec un cortex montrant des circonvolutions
simplifiées ainsi qu’'une dysplasie corticale asymétrique. Des anomalies plus légéres
étaient également visibles: un corps calleux fin, une atrophie cérébrale avec
augmentation des espaces liquidiens péri-cérébraux, et des anomalies de signal de la
substance blanche.

Tarpey et al. [2007] Zou et al. [2007] Our patient Total
Motor delay 5/5 6/6 + 12/12
Speech delay 18/18 6/6 SF 25/25
Short stature /11 6/6 + 14/18
Macrocephaly 8/11 0/6 = 8/18
Mental retardation 2222 6/6 + 29/29
Aggressive outbursts 12/15 0/6 A 13/22
Tremors 11/13 1/5 =z 13/19
Seizures 8/11 4/5 - 12/17
Obesity 15/19 0/5 — 15/25
Pes cavus ’/8 0/5 o 8/14
Small testes 10/15 1/5 - 12/20
Prominent lower lip 6/17 5/5 S 12/23
Gait ataxia 6/12 6/6 3 13/19
Kyphosis 3/18 NR =+ 4/19
Abnormal toes, with wide 1—2 gap 11/13 NR + 11/14

Figure 3. Description par Isidor et al. d’'un patient présentant une délétion de 60kb emportant une partie du géne
CUL4B.
En comparaison, les études précédentes (6)

Les variants tronquants/perte de fonction dans le gene CUL4B ont été identifiés
comme cause du syndrome de Cabezas en 2007 (18). La découverte de I'étiologie de ce
syndrome sur le plan moléculaire a permis de mettre en lumiére de nombreuses

caractéristiques liées au gene CUL4B. Nous allons revenir sur certaines d’entre elles.
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D. Aspect moléculaire

CUL4B est localisé sur le chromosome X (Xg24), et code pour une protéine
chaperonne, la Culline-4B (ou CUL4B, 914 acides aminés, UniProtKB : Q13620). Le
transcrit principal NM_003588.3 est fortement exprimé au niveau cérébral chez ’lhomme,

et est composé de 22 exons, dont le premier n'est pas traduit.

CUL4B est, en 2007, le premier géne codant pour une protéine a activité ubiquitine-
ligase identifié comme responsable de DILX (9).

En effectuant une étude de liaison dans une famille avec sept individus sur trois
générations présentant les caractéristiques cliniques du syndrome décrit plus haut (5),
l'équipe du Dr Cabezas a établi un lien entre la région chromosomique Xq24 et la
déficience intellectuelle syndromique des patients. C’est quelques années plus tard que

les variants de CUL4B sont formellement associés au syndrome de Cabezas (9).

Par la suite, c’est grace a I'étude d’un de ses substrats - retrouvés de maniere
anormalement élevée chez les patients - qu’'a été identifié le principal mécanisme de
perte de fonction pathogene de CUL4B (10). En effet, CUL4B régule la dégradation de
protéines impliquées dans différents processus, dont les principaux identifiés ce jour
sont : les cassures et la réplication de I'ADN, ainsi que le développement neuronal via
son implication dans la voie Wnt/B-Catenin, comme il a été montré chez la souris (10,11).
Un réle de stimulateur du signal Bone Morphogenetic Protein a également été mis en

évidence, montrant son importance dans I'embryogenése (12).

La majeure partie des variants rapportés responsables de déficience intellectuelle
syndromique liée a CUL4B entrainent une perte de fonction. Il s’agit de variants non-sens
(apparition d’un codon stop prématuré), d’insertions-délétions de petite taille (avec
décalage du cadre de lecture ou frameshift, et apparition d’'un codon stop prématuré) ou

bien de délétions qui engendrent in fine une perte d’expression protéique fonctionnelle.

Quelques variations faux-sens ont été publiées, mais leur interprétation reste délicate en
'absence d’un phénotype clinique typique et/ou de tests fonctionnels aidant a I'interpréter

I'impact du variant.
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La famille protéique des cullines, a laquelle appartient CUL4B, a été décrite pour la
premiere fois en 1997 et compte sept membres chez ’'Homme. Associées a d’autres
partenaires protéiques, elles ont un réle d’organisateur de complexe protéique a activité
Ubiquitine-ligase : les cullin-RING Ligases (CRLs) (13). Ces complexes vont ubiquitinyler
des cibles protéiques, ayant pour conséquence principale leur adressage au protéasome
pour dégradation, expliquant les observations antérieurement citées. D’autres roles de
modulation de I'activité et de I'adressage cellulaire via les CRLs sont également connus

mais I'ensemble des cibles des cullines reste a identifier (14).

La protéine Culline-4B est composée de cing domaines retrouvés également chez les
autres cullines :

e N-terminal : liaison aux protéines partenaires de reconnaissance du substrat,
donnant la spécificité au complexe ;

e Domaine de répétition de motif culline (Cullin-repeat), impliqué dans la
conformation tridimensionnelle de la culline ;

e C-Terminal : domaine d’homologie des cullines (Cullin-homology), sur lequel
des protéines de la famille RING viennent se fixer (liaison aux E2) ;

e Domaine de Neddylation : situé proche du domaine précédent, et contenant un
résidu Lysine sur lequel la protéine NEDDS8 vient se fixer pour moduler I'activation
de la Culline (14).

Substrate
specificity

Catalytic () NEDDS
core

Figure 4. Représentation schématique d'une Culline (14).
Le domaine Cullin-homology et de Neddylation constituent le domaine effecteur du complexe, tandis que le domaine
N-terminal se liera avec d’autres protéines reconnaissant le substrat a ubiquitinyler. Ici complexe Cul-4a/4b-ROC-

DDB1 ou CUL4B ou CUL4A peut s’associer avec les mémes partenaires.
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Il est & noter que le domaine de Neddylation revét une importance de premier ordre
pour les Cullines. En effet, en 'absence de NEDDS, les cullines vont pouvoir étre
associées a des protéines différentes, ayant pour but de bloquer toute interaction. Cette
réaction de Neddylation est donc un modulateur important du devenir des cullines au sein
de la cellule, en permettant 'association aux protéines visant a former un complexe

ubiquitine-ligase.

CUL4B a donc un r6le au sein du systeme ubiquitine-protéasome (UPS) tout comme
'ensemble des cullines. Par ailleurs, sa fonction dans la régulation d’acteurs de la
réparation de 'ADN, supposée expliquer une partie des symptémes des patients, semble
partielle devant le nombre trés important de cibles identifiées des cullines, notamment au
sein des voies neurodéveloppementales. Il existe notamment un lien direct entre le
complexe CUL4B-ROC-DBBL1 et la dérégulation de HUWEZ1, autre gene de DILX codant

pour une ubiquitine-ligase (Figure 4 et 5, (15)).

Figure 5. Représentation schématique d'interactions entre CUL4B et des acteurs du neurodéveloppement

Les voies Wnt et Shh sont essentielles au développement précoce du tube neural, et de la mise en place des structures

qui formeront plus tard le SNC.

Une grande partie des cibles identifiees comme substrat des cullines étant
dégradée via le protéasome, nous nous posons la question d’un potentiel impact sur le
systéme ubiquitine-protéasome chez nos patients. Nous allons donc brievement décrire

ce systeme et son fonctionnement.
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E. Le systeme Ubiquitine-Protéasome

Décrit pour la premiere fois en 1978 par Hershko et Ciechanover, le protéasome est
désormais un des sujets fondamentaux des enseignements de biologie cellulaire. Il aura
valu a ces équipes le prix Nobel de Chimie en 2004, « pour leurs travaux sur la

dégradation des protéines contrdlée par l'ubiquitine » (16).

Cette chaine protéique complexe est responsable d'une grande partie du
catabolisme protéique chez les eucaryotes. Son activité enzymatique permet de
renouveler le stock d’acides aminés en «recyclant » les protéines marquées par
I'Ubiquitine, dont la fonction et/ou structure n’est plus assurée. En plus de cette fonction
de dégradation, le protéasome peut également aider a la remise en fonction de protéines
dont lintégrité est compromise (maturation incompléte, altération dans la structure

tridimensionnelle par exemple)(17).

La chaine d’ubiquitinylation se fait en amont de la dégradation de ces substrats marqués
par l'intermédiaire de trois acteurs majeurs :

e L’ubiquitine-activase (E1)

e Les ubiquitine-conjugases (E2)

e Les ubiquitine-ligases (E3), groupe de complexes protéiques, dont CUL4B fait

partie.

Aprés marquage spécifique des cibles, celles-ci pourront étre adressées au protéasome
pour dégradation (17).

. Ublqumn +ATP Poly-ubiquitinated
Ppl+AMP o proteins :.I.

19S5-20S
26S Proteasome

Figure 6. Schéma de I'UPS.
Les sous-unités 20S (catalytique) et 19S (régulatrice) forment le protéasome 26S, entité la plus représentée chez

'homme. Les cullines interviennent en amont du protéasome, en marquant les substrats a dégrader.
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L’'implication de génes de [I'UPS dans [lapparition de pathologies
neurodéveloppementales avec déficience intellectuelle est connue depuis de
nombreuses années, comme le montre l'implication d’Ubiquitine-ligases dans le
syndrome d’Angelman avec UBE3A (MIM 105830) ou encore HUWEL1 dans la déficience
intellectuelle liée a I'’X de type Turner (MIM 244450). Plus récemment, le gene PSMD12,
codant pour une sous-unité régulatrice du protéasome 19S, a été impliqué dans une

déficience intellectuelle syndromique (18).

L’association de genes codant pour des sous unités du protéasome (PSMB4,
PSMBS8, PSMB9) a des pathologies auto-inflammatoires avec manifestations cutanées
aigués mais également développementales a confirmé I'importance d’un protéasome
fonctionnel dans 'ensemble des tissus durant le développement et tout au long de la vie.
Son dysfonctionnement peut donc avoir des conséquences développementales sur

'ensemble des systémes du corps humain.

Les descriptions récentes de pathologies avec déficience intellectuelle liées aux
dysfonctions de 'UPS, ainsi que le réle de CUL4B au sein de ce systeme, nous ont

amené a explorer un potentiel impact des variants de CUL4B sur I'activité protéasomale.
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F. Objectif

L’objectif principal de ce travail est de décrire le phénotype et le génotype
présenté par les patients porteurs d’un variant (probablement) pathogéne dans le
géne CUL4B.

e Dans un premier temps, nous rapporterons les caractéristiques cliniques
présentées par les patients, en prenant en compte les descriptions antérieures des

patients avec un variant pathogéne CUL4B

e Nous décrirons par la suite brievement les caractéristiques moléculaires des

variants.

Pour se faire nous décrirons trente-trois patients, issus de trente familles sans lien de

parenté, et non rapportés a ce jour.

e Enfin, nous exposerons les résultats obtenus (dont certains encore au stade
préliminaire) quant aux explorations sur de potentiels mécanismes
physiopathologiques liés au protéasome chez les patients porteurs de variants
dans CUL4B.
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. MATERIEL ET METHODES

A. Recrutement de la cohorte

Le critere de sélection des trente-trois patients inclus était la présence d’une
anomalie génétique probablement pathogéne ou pathogene dans le géne CUL4B. Le
diagnostic moléculaire des variants était obtenu de différente maniére : génome entier
pour le patient 1, et séquengage de I'exome pour 21/33 patients. Nous n’avons pas pu
obtenir 'information a ce jour pour les patients restants (8 patients). L’ensemble de ces
individus a bénéficié d’'une ACPA (CGH-array) sans anomalie délétére retrouvée, ainsi

gue d’'une recherche du syndrome de I’X fragile négative.

Différentes stratégies diagnostiques ont pu étre utilisées pour les patients inclus :
séquengage de I'exome complet (ou whole exome sequencing, WES) en trio dans un
cadre diagnostic, WES trio dans un cadre recherche, ou WES en solo (cas-index
uniquement) puis vérification de la ségrégation familiale du variant par séquencage

Sanger apres identification du variant candidat dans le gene CUL4B.

Trois individus porteurs de délétion impliquant CUL4B seront également décrits
(patients 31 a 33), diagnostiqués par ACPA ou SNP-array indiquée devant le retard de

développement syndromique.

Le recrutement des patients, apres identification des variants CUL4B des patients

rencontrés au CHU de Nantes, a été effectué via :

- la plateforme Genematcher (19).

- les associations de patients consacrées aux patients atteints de déficience
intellectuelle liee au géne CUL4B : “Sourire avec Hadrien” en France
(https://sourire-avec-hadrien.fr)

- ainsi qu’a l'international via la page Facebook du syndrome de Cabezas.
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B. Photographies et données cliniques

L’ensemble des patients a bénéficié d’'une consultation avec un généticien
clinique/pédiatre. Les consentements éclairés signés par les parents/tuteurs
légaux/patients ont été obtenus pour les explorations génétiques initiales, et adaptés a la
stratégie (diagnostic et/ou recherche). Un consentement pour publication de
photographie et partage des données cliniques dédié aux travaux scientifiques a été
obtenu (Annexe3). Il s’agit du consentement type international recommandé par 'ACMG

pour 'ensemble des données et médias destinés aux publications scientifiques.

Nous avons regroupé les informations cliniques pour trente-trois patients issus de
trente familles non apparentées. Le motif de consultation pour 'ensemble des patients
était un retard psychomoteur/déficience intellectuelle syndromique. En nous basant sur
cette cohorte, nous décrivons I'ensemble des manifestations cliniques rapportées durant

les consultations avec le médecin généticien/pédiatre suivant les individus.

De 0 a 2 ans, les courbes anthropométriques standardisées utilisées sont celles de
I'Organisation Mondiale de la Santé ; apres 2 ans, les courbes de références sont celles
utilisées majoritairement pour les populations caucasiennes/nord-américaines dans
'ensemble des publications scientifiques, mises a jour par le CDC (Centers for Disease

Control and Prevention).
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C. Echantillons biologiques

Les patients pour lesquels nous avons recu un ou des prélevements (cas-index et
un ou les deux parents) ont fait part d’'un consentement recherche écrit éclairé, conforme
et approuvé par les établissements de soins d’origine pour chaque ville.

Lorsque nous avons pu obtenir des tubes de sang sur tube EDTA, nous avons
isolé les cellules mononuclées du sang (abréviation PBMCs pour Peripheral Blood
Mononucleated Cells) que nous avons mises en culture sur lymphocytes irradiés
(« feeders ») afin d’'obtenir des lymphocytes T de patients facilement entretenus et
multipliés. Cette amplification permet d’avoir a disposition des cellules de patients ainsi
gue du matériel génétique en quantité suffisante et, si nécessaire, de remettre en culture

les cellules.

1. Lysats cellulaires et extraction protéique

Une fois amplifiées, les cellules de patients ont été culotées a différents temps de
I'amplification. Pour I'étude des protéines, la lyse a été effectuée avec un tampon RIPA,

classiquement utilisé pour les études de Western-Blot.

2. Etudes protéiques par Western Blot (WB)

Des explorations sont actuellement en cours pour évaluer 'impact des variants
CUL4B sur I'expression de protéines d’intéréts chez les patients. Les résultats, dont nous
ferons part dans ce travail, ne sont que les prémices d’explorations plus poussées a venir.

a) WB non natif ou SDS-Page

Apres extraction des protéines sur culot cellulaire, nous avons préparé les extraits
protéiques pour migration a 2ug/pl pour chaque culot, aprés dosage BCA (BiCinchoninic
acid Assay).

Migration : Ces extraits protéiques ont ensuite été chargés sur des gels Invitrogen BisTris
NuPAGE (3-12,5%) et ont migré durant au moins une heure entre 70 et 110V, en utilisant
les tampons de migration recommandés (Invitrogen NUPAGE®).

Transfert : les protéines ont ensuite été transférées sur membrane PVDF en condition
séche, toujours en suivant les recommandations du manuel utilisateur Invitrogen
NuPAGE®.
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Incubation : les anticorps utilisés ont été dilués dans une solution saturante standard
(TBST/BSA 3% ou TBST/5% lait reconstitué). Les dilutions d’anticorps ont été
déterminées apres lecture des concentrations recommandées par le fabricant et
validation technique.

Révélation : Apres incubation avec un révélateur HRP (ECL ClarityMax) les membranes
ont été lues sur un appareil dédié BioRAD© ChemiDoc MP. Le temps d’exposition a varié

en fonction de l'intensité de signal obtenue.

b) Native-PAGE WB
Des tests en conditions natives, préservant les liaisons non covalentes inter-
protéiques, sont en cours de réalisation, en utilisant les mémes protocoles cités ci-
dessus. Les tampons de lyse, migration et transfert sont adaptés aux conditions

particuliéres de I'extraction native de protéine.

3. Evaluation de I'activité protéasomale

Nous avons mesuré lactivité chymotrypsin-like du protéasome sur extrait
protéique des lysats cellulaires, en utilisant le kit Biovision : Proteasome Activity
Fluorometric Assay Kit et en respectant les instructions du fabricant. Les tests ont été

effectués en duplicats.
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. RESULTATS

A. Description phénotypique de la cohorte

1. Naissance et développement initial

Mensurations de naissance

Comme décrit dans la littérature, nous avons retrouvé une fréquence élevée de
poids de naissance inférieur au 10°™ percentile (p.) avec 10/26 patients présentant ce
signe, soit 40% des patients pour lesquels nous avons pu récupérer le terme et poids de

naissance exact.

Ce petit poids pour I'age gestationnel était englobé dans un Retard de Croissance Intra-
Utérin (RCIU) harmonieux pour le patient 12, dont la taille et le périmétre cranien (PC) a
40SA étaient respectivement de 48,5cm (12p) et de 32cm (2p).

Les patients 6 et 24 présentaient quant a eux un RCIU avec PC conservé (34cm, soit 47p
pour le patient 6 a 38+2SA, et 34cm soit 19p pour le patient 24 a 40+3SA).

De maniere générale, la taille de naissance était inférieure au 20p chez 7/17

patients soit 41% de la cohorte.

Concernant le PC, trois patients uniquement avaient un PC 297p a la naissance,
(patient 2, 9 et 33) et seul le patient 9 avait gardé une macrocéphalie a la mesure du
dernier examen. Le patient ayant présenté un RCIU avec PC au 2eéme percentile n’a
guant a lui pas gardé de microcéphalie par la suite, et était donc le seul patient présentant

une microcéphalie a la naissance.
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Développement psychomoteur initial

La majorité des patients présentait une hypotonie néonatale (28/29 individus soit
96%), avec un retard d’acquisition de la marche. La moyenne calculée sur 22 patients
pour I'acquisition de la marche est de 31 mois. 7 patients n’avaient pas acquis la marche

au moment du dernier examen, le plus &gé ayant 4 ans (patient 5).

Des difficultés alimentaires majeures avec nécessité de mise en place d’'une sonde

naso-gastrique pour I'alimentation entérale étaient observées chez quatre patients.

Un retard de langage majeur était retrouvé chez 30/31 patients, avec uniguement
une fille atteinte capable d’'une expression verbale avec phrases complétes (patiente 22).
Les individus de la cohorte dans son ensemble montraient un retard de langage expressif,
avec un vocabulaire contenant moins de 30 mots pour les patients verbaux. Le patient le
plus 4gé s’exprimait avec un vocabulaire de 20 mots a I'age de 66 ans (patient 17), tandis
gue 7 patients n’avaient pas acquis de langage oral au moment de la derniére

consultation (soit 45% des patients évalués, le plus agé ayant 9 ans).

De la méme maniere, I'age des premiers mots est affecté avec une moyenne a 39 mois,

contre une valeur physiologique d’'un an.

Pour résumer, les signes développementaux initiaux retrouvés avec une fréquence
relativement élevée étaient un petit poids pour I’age gestationnel, une hypotonie

néonatale ainsi qu’un retard moteur associé a un retard de langage majeur.
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2. Examen physique

Croissance

Le retard de croissance statural post-natal est un des signes cardinaux du
syndrome de Cabezas (5,6,8). Nous avons retrouvé ce signe avec une séverité variable
chez 10/31 de nos patients, représentant prés d’'un tiers de la cohorte (32,3%). La
déviation standard (DS) médiane chez les patients présentant une petite taille était de —
2,87 DS. Aucun des patients ne présentait une taille > 1DS quel que soit 'age, témoignant
d’'une tendance plutét normale basse de la taille des patients porteurs d’'un variant
CUL4B.

Nous n’avons pas observeé de retard de croissance pondéral. La taille des patients
était plus affectée que le poids, engendrant une hausse de I'Indice de Masse Corporelle
(IMC). Un surpoids était présent chez 10/25 patients dont 6/25 avec un IMC les placant
en obésité. 40% de la cohorte était donc surveillée sur le plan pondéral pour un surpoids

nécessitant une adaptation nutritionnelle.

Une macrocéphalie a été mesurée chez 9/32 patients, allant de +2 a +4DS. En
dehors du patient 9, 'ensemble des individus ayant présenté une macrocéphalie
postnatale avait un PC normal a la naissance. Ceci est en accord avec les descriptions
précédentes rapportant une macrocéphalie progressive postnatale lorsque celle-ci est
objectivée. De plus, si 'on compare le PC a la taille des individus, une tendance se
dégage : on constate une macrocéphalie relative (PC en accord avec I'age, taille normale

basse ou basse). A I'inverse, aucune microcéphalie n’était retrouvée.

Sur le plan de la croissance postnatale, on retrouve chez les patients une petite
taille, un surpoids fréquent voire une obésité, ainsi qu’une tendance a la

macrocéphalie (relative ou vraie).
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Examen orthopédique

A I'examen néonatal, il a été noté une fontanelle antérieure large chez deux
patients (13 et 23). De maniére variable, les anomalies congénitales retrouvées sont :
des extrémités courtes avec brachydactylie, une clinodactylie du 5™ doigt, un
élargissement des phalanges distales intéressant principalement les premiers orteils, des
ongles d’orteils hypoplasiques. Des anomalies orthopédiques plus séveres ont
€galement été trouvées de maniére ponctuelle : pieds valgus bilatéraux ou pouce

adductus notamment.

La cyphose est un signe connu chez les patients décrits avec un syndrome de
Cabezas. Elle est présente chez quatre patients dans notre étude, et associée a une
scoliose pour deux d’entre eux. Un patient supplémentaire est porteur d’'une scoliose
isolée (patient 30). Le patient le plus jeune avait 3 ans au moment du dernier examen

physique objectivant la cyphoscoliose.

9/29 des individus n’avaient cependant aucune anomalie a 'examen squelettique,

le plus agé étant le patient 28 (16 ans).

Un autre signe fréquemment rapporté dans les descriptions précédentes de
patients avec déficience intellectuelle liée au géne CUL4B est un élargissement de
'espace entre le premier et second orteil. Cette particularité n’a pas été recherchée
spécifiguement lors des derniers examens pour les patients ayant bénéficié d’'une
consultation pédiatrique/orthopédique, et pour lesquels nous avions des informations

cliniques.

De la méme maniére, nous n’avons retrouvé que deux patients présentant un pes

cavus (pied « creux »), signe volontiers associé aux description antérieures (9)

Une hyperlaxité articulaire, précédemment constatées (9) a été retrouvée chez 6/29

patients de I'étude.

Nous avons pu retrouver de nombreuses anomalies squelettigues chez nos
patients, avec une variabilité inter-individuelle importante. La cyphose et/ou

scoliose concernent 17% des patients (5/30).
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Anomalies urogénitales

On retrouve un nombre relativement important d’individus avec malformations
et/ou troubles urogénitaux : 11/28 soit 40% de la cohorte. Parmi eux, Six garcons avec
une hypoplasie des testicules, signe quasi-constamment constaté dans le syndrome de
Cabezas. Les autres signes retrouveés chez les garcons étaient une cryptorchidie uni- ou
bilatérale (5/26), une ou plusieurs hernies inguinales (5/26). Un micropénis a également

été observé chez deux individus, et un hypospade a également été constaté a la
naissance chez le patient 26.

Autres anomalies cliniques

D’autres anomalies diverses ont pu étre mises en évidence. Les atteintes

détaillées pour chaque patient sont disponibles dans I'’Annexe 1.

L’hypogonadisme associée classiquement au syndrome de Cabezas n’a ici été

diagnostiqué que chez le patient 28.

Nous avons observé un individu portant des taches hypo/dépigmentées (patient
15), ainsi que d’autres patients présentant des Iésions hyperpigmentées (acanthosis
nigricans chez le patient 3 et taches café-au-lait chez la patiente 31). Le patient 19
présentait quant a lui les deux types de lésions. Des pathologies inflammatoires
dermatologiques étaient également vues avec de I'eczema chez les patients 16 et 23, et

une kératose pilaire diagnostiquée chez le patient 21.
Sur le plan digestif, une constipation était repérée chez 7/32 patients.

Une cardiomyopathie dilatée a été retrouvée chez le patient 5.
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3. Dysmorphie faciale

Les variants dans le gene CUL4B ont été initialement associés a un ensemble de
particularités faciales définissant le syndrome de Cabezas : un front haut, des traits du
visage grossiers, une prognathie, des fentes palpébrales obliques en bas et en dehors,

etc. (cf. Introduction).

Dans notre groupe, 27/32 patients (84%) ont été décrits comme dysmorphiques
par les cliniciens qui les suivaient. La figure 24 ci-dessous illustre les différentes
caractéristiques dysmorphigues retrouvées chez une majorité des patients. Parmi les
cing patients restant, le patient 19 ne présentait qu'un synophris isolé, et aucune

anomalie morphologique faciale n’a été retenue pour les autres.

Figure 7. Photographie de patients porteurs de variants CUL4B.

(A) Patient 4, age >6 ans ; (B) Patient 8 ; (C) Patient 9 ; (D) Patient 14 ; (E) Patient 10 en période néonatale, puis agé
de quelques mois de face et de profil, puis a 1 et 4 ans ; (F) Patient 18 a 9 ans ; (G) Patient 11 en période néonatale,
puis & 1 et 3 ans ; (H) Patient 7 &gé de quelques mois puis a 3 ans ; (I) (J) Patient 15 et 16 a la derniére consultation
(respectivement 19 et 13 ans)
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Les patients de la figure 24 présentent des caractéristiques typiques du syndrome
de Cabezas. Les signes les plus freguemment retrouvés sont : un front large et haut,
particulierement marqué sur les photos des individus A & H. Des bosses frontales sont
visibles distinctement sur les photos C, E et G (profil). Les fentes palpébrales orientées
en bas et en dehors sont facilement constatées chez la quasi-totalité des patients. Elles
sont également trés étroites. Une racine du nez large et plate est visible et souvent
associée a un hypertélorisme. La pointe du nez est bulbeuse chez certains des patients.
Une lévre inférieure éversée est également notée chez les patients. Une macrostomie
est visible pour une partie des individus (A, D, G et H). On constate que les oreilles ont
parfois une branche montante hypoplasique, avec une implantation basse, et en rotation
postérieure. Les sujets montrés sur les photos A, C, G, H et J ont également des oreilles
proéminentes et décollées. La prognathie est également visible chez certains individus
(photos de profil en A, | et J notamment).

Les photographies des patients 15 et 16 a 'adolescence ou a I'age adulte montrent
des extrémités courtes (gros orteils en | et pouces en J) ainsi qu’une syndactylie 2-3 des

orteils en |.

L’ensemble des photos, et particulierement la série de photos E et G, semble
montrer des caractéristiques morphologiques faciales s’accentuant avec I'age, de

maniére plus nette durant la période néonatale et infantile précoce.

La dysmorphie faciale est variable, comme le démontre les patients en F et H, pour
lesquels il peut étre moins évident d’évoquer le syndrome de Cabezas sur les
photographies. On peut distinguer une macrostomie, une levre inférieure éversée chez
les deux, ainsi qu’un front haut et large. En revanche, I'orientation des fentes palpébrales
parait plus difficile a objectiver (sur ces clichés tout du moins), et le nez avec une pointe

bulbeuse et racine effacée semble moins évident que sur les séries de photos B, E et G.

Par ailleurs, on remarque que I'ensemble des patients a des piliers du philtrum peu
marqués. Les sourcils des patients en A & H paraissent peu fournis et arqués (moins

évident en F et H).
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4, Phénotype neurologique et comportemental

Sur le plan cognitif, 'ensemble des patients consultait pour un retard de
développement psychomoteur et/ou une déficience intellectuelle. Sur les 26 patients
ayant eu une évaluation clinique ou neuropsychologique de la sévérité des troubles
neurodéveloppementaux, on retrouve une DI sévére chez une majorité d’individus avec
80,8% (21/26), une DI modérée chez 15,4% (4/26) d’entre eux, et un seul cas de DI
Iégere (patiente 22) objectivée par un test WISC-V donnant un QIt de 58.

Le tremblement est un des symptdbmes initialement associé de maniere assez
spécifique au syndrome de Cabezas (5,20). Ce signe était présent dans 68% des cas
dans la revue la plus récente de la pathologie (6). Il a été moins fréquemment observé
lors de I'examen neurologique dans notre étude puisque nous ne l'avons retrouve que

chez un tiers des patients.

Une démarche ataxique est également frequemment associée au syndrome de
Cabezas chez les patients ayant acquis la marche. Dans cette étude, seuls deux cas ont
ete affirmés aprés examen clinique. Il convient de nuancer cette observation, étant

donnée la grande proportion d’individus n’ayant pas acquis la marche dans notre groupe.

Dans ce travail, nous avons pu mettre en évidence d’autres particularités non
rapportées dans la littérature. Notamment, et bien que le phénotype soit variable, des
troubles du comportement étaient rapportés par les parents et/ou les médecins chez
71,4% des patients. Ces troubles du comportement semblent plus variés que I'agressivité
décrite initialement et également présente dans notre cohorte, bien qu’a un taux moindre
gue rapporté dans la littérature (9/32 patients avaient des accés de colére et/ou une
intolérance a la frustration). Nous avons retrouvé des troubles de [lattention +/-
hyperactivité chez 7/32 individus. Des troubles du spectre autistique et troubles des

interactions sociales ont été documentés pour 8/32 patients, soit un quart de la cohorte.
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Concernant I'épilepsie, également décrite dans les études antérieures, nous avons
retrouvé la notion de convulsions chez prés de la moitié des individus (45%). Trois
patients présentaient des crises partielles, et le type d’épilepsie observé dans le reste de
la cohorte est assez variable. La patiente 22 a eu une épilepsie déclenchée aprés un
traumatisme cranien avec hématome sous-dural a 'adge de 2 mois. La réévaluation
ultérieure de ses signes cliniques permettra de préciser I'étiologie et la pertinence de ces
crises convulsives.

La présence de crises convulsives n'est pas systématiquement associée a des

malformations cérébrales chez les patients.

Anomalies morphologiques cérébrales

Une imagerie cérébrale (IRM ou Scanner) a été réalisée chez 27 des sujets inclus
dans l'étude ; 12 étaient considérées comme normales. En revanche, on retrouve de
nombreuses anomalies rapportées auparavant dans une étude dédiées aux anomalies
cérébrales chez les patients porteurs de variants CUL4B (8). Parmi les plus fréquentes,
se dégagent des anomalies de signal de la substance blanche (5/15 patients avec
anomalies), un retard de myélinisation, une dilatation ventriculaire (4/15). Cinq patients
portaient également des anomalies du corps calleux (fin voire absent). Dans la série,
deux garcons présentaient une polymicrogyrie, tandis qu’'un autre patient avait une
atrophie corticale cérébrale globale. Ces derniéres anomalies sont en accord avec les

principales malformations rapportées (8).
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Autres anomalies neurosensorielles

Sur le plan neurologique, nous avons remarqué une récurrence de troubles du

sommeil chez les patients (5/30, 17%), dont I'étiologie varie d’'un individu a l'autre.

Sur le plan comportemental, en I'absence de trouble des interactions sociales, il
semble se dégager une tendance a I'hypersociabilité, avec une personnalité joviale. Une
anxiété a pu étre retrouvée chez un nombre relativement important de patients.

De maniére générale, il a été observé une labilité thymique chez les patients.

Sur 32 patients évalués, trois présentaient une surdité de perception, Iégére pour

un et non précisée pour les autres. Un patient avait une surdité de transmission légeére.

Les diagnostics ophtalmologiques correspondent aux descriptions antérieures :
strabisme et amblyopie (6/26 patients soit 23%) (8,9). L’acuité visuelle du patient 2 était
affectée par un colobome choriorétinien impliquant la macula et le disque optique.

Un syndrome de Brown était diagnostiqué chez le patient 21, en faisant le second cas

rapporté a ce jour (8).
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Signes Cliniques Tarpeyetal. (2007) Zouetal. (2007) Isidoret al. (2009) Ravn etal. (2012) Vulto-van Silfhout et al. (2015) Etude actuelle Total

Retard moteur 5/5 6/6 1/1 2/2 100% 100% 100%
Retard de langage 18/18 6/6 1/1 2/2 100% 100% 100%
Taille de naissance <10p 11/15 NR NR NR 57% 39% 48%
petite taille 7/11 6/6 11 2/2 77% 32% 54,5%
Macrocéphalie 8/11 0/6 0/1 2/2 34% 28% 31%
DI/RPM 22/22 6/6 1/1 2/2 100% 100% 100%
Aggressivité/intolérencee 2 la frustration 12/15 0/6 1/1 1/2 79% 12,50% 45,8%
Tremblement 11/13 1/5 1/1 2/2 59% 33% 46%
Epilepsie 8/11 4/5 0/1 2/2 46% 45% 25,1%
Obésité 15/19 0/5 0/1 2/2 NR 24% 42%
Pes cavus 8/11 0/5 1/1 2/2 40% 7% 23,5%
Testicules de petite taille 10/15 1/5 1/1 0/2 NR 22% 40%
Lévre inférieure éversée 6/17 5/5 1/1 2/2 67% 15% 41%
Démarche ataxique 6/12 6/6 1/1 2/2 60% NR 60%
Cyphose +/- scoliose 3/18 NR 1/1 2/2 34% 13% 23,5%
Espace interdigital orteil 1-2 11/13 NR 1/1 NR NR NR 86%
Anomalies urogénitales NR NR NR NR NR 39% 39%
Malformations cérébrales NR NR NR NR 67% 56% 61,5%
TDAH NR NR NR NR NR 22% 22%
TSA/Autisme NR NR NR NR NR 25% 25%

Figure 8. Fréquence des signes cliniques principaux.
En 2015, van Silfhout et al. ont repris 'ensemble des cas précédents ainsi que de nouveaux cas non publiés.

En résumé, nous retrouvons les manifestations déja rapportées, dans des
proportions beaucoup plus variables, hormis concernant les parametres de naissance,
malformations cérébrales et I'épilepsie. D’autres signes non retrouvés chez nos patients
semblent liés a la constitution de la cohorte, tels que I'ataxie, le tremblement, ou encore
I'obésité (nombreux patients en dessous de I'age de la marche). Nous avons également
observé des anomalies rapportées ponctuellement auparavant (notamment les

anomalies ophtalmologiques et dermatologiques), confortant leur lien avec la pathologie.
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Lévre inférieure éversée Obésité
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Figure 9. Répartitions des signes cliniques principaux dans la cohorte en comparaison avec les descriptions

antérieures.

Rouge : étude actuelle, jaune : études antérieures.
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B. Description moléculaire des variants

Nous avons retrouvé 21 variants distincts ainsi que deux délétions intragéniques
chez trente-trois individus dont trois paires de freres, issus de trente familles non

apparentées.

Patients de sexe masculin

Les variants hémizygotes retrouvés chez les patients de la cohorte montrent une
majorité de variants perte de fonction : sept variants non-sens, dix variants entrainant un
décalage du cadre de lecture (frameshift). On retrouve également trois faux-sens chez

les patients 1, 2, 3 et 19 ; ainsi qu’un variant entrainant la perte d’un codon stop.

Une délétion vue en ACPA arr[hgl9] Xq24(119,691,862-119,693,931)x0 et
emportant les exons 1 a 4 (transcrit NM_003588.3) est retrouvée chez les patients 32 et
33, issus de la méme fratrie. La délétion contient deux autres genes non impliqués en
pathologie humaine neurodéveloppementale et dont I'haploinsuffisance ne semble pas
décrite : MCTS1 et CLGALT1CL1. Vraisemblablement, une perte de fonction classique de

CUL4B est causée par délétion.

Patients de sexe féminin

La patiente 22 est porteuse d’'un faux-sens probablement pathogene, et nous
reviendrons plus précisément sur ses caractéristiques par la suite, que ce soit sur le plan
moléculaire ou clinique.

La seconde fille de notre cohorte (patiente 31) est porteuse d’'une délétion
hétérozygote dans la région Xq24 emportant les exons 1 et 2 du gene CUL4B : arr[hg19]
Xg24(119697812-119717234)x1. La survenue de novo et une présentation compatible

ont fait retenir cette délétion comme probablement pathogéne.

Les caractéristiques des variants sont détaillées dans le Tableau 1 ci-dessous.
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Tableau 1. Caractéristiques des variants CUL4B chez les 33 patients

Patients Genre Variant c., p. Transmission ACMG Publication Type Dom,efune
Protéeique
i S a Oui, PMID:
Patient 1 M €.149C>T, p.(Pro50Leu) lice a I'X 3 25385192 Faux-sens
oationt 2 " e a I'X N-Terminal
atient iéeal
: ¢.348G>T, p.(GIn116His) reed 3 Non Faux-sens
Patient 3 M ND
Patient 4 M €.715G>T, p.(Glu239*) liceaI’X 5 Non STOP
; Oui, PMID:
X ! %
Patient 5 M €.811_812del, p.(GIn271Aspfs*11) ND 5 25167861 fs*STOP
Patient 6 M ND
Patient 7 M de novo Oui, PMID:
e U e
€.1007_1011del, p.(11e336Lysfs*2) 5 31678776 fs*STOP
Patient 8 M de novo
Patient 9 M de novo
Patient 10 M ¢.1105C> T, p.(Arg369%) ND 5 Non STOP
Patient1l M ¢.1162C>T, p.(Arg388*) lice a I'X 5 01‘17";3',\3'72: sToP Cullin repeat-
like
. €.1303_1310+5del, .
Patient 12 M b (Thr435GIufs*14) de novo 5 Non Délétion fs
Patient 13 M ¢.1309C>T, p.(GIn437%) lice a I'X 5 Non STOP
Patient14 M c. 1405C>T, p.(Arg469%) lie a X, mosaique o Non sToP
maternelle
Patient 15 M ND
€.1450C>T, p.(Arg484*) 5 Non STOP
Patient 16 M ND
Patient 17 M ¢.1728del, p.(Glu577Lysfs*15) ND 5 Non fs*STOP
Patient 18 M ¢.1736_1737del, p.(Thr579Argfs*2) ND 5 Non fs*STOP
Patient 19 M ¢.1841 G>T, p.(Arg614Leu) liea I’X 4 Non Faux-sens
Patient 20 M . .
€.2243 2244del, p.(Phe748Sfs*9)  lide a I'X (fréres) 5 Non fs*STOP Cullin homology
Patient 21 M
Patiente 22 F €.2462T>G, p.(11e821Arg) de novo 3 Non Faux-sens
Patient 23 M €.2586_2589del p.(Lys862fs) de novo 5 Non fs*STOP
Patient 24 M de novo
€.2590_2593del, p.(Leu864Alafs*13) 5) Non fs*STOP
Patient 25 M liceal’X
Patient26 M c.2618delinsGA, p.(Val873Glyfs*13) lige 4 'X 5 Non fs*STOP Domaine de
Neddylation
Patient 27 M ND
€.2722C>T, p.(GIn908*) 5 Non STOP
Patient 28 M liceaI’X
Patient 29 M = iti
C2T40T>A p.(*014Lysext*18)  liée & I'X (fréres) 3 Non d,fs S_IOPLO?S’ /Zk?‘?"_t'on
Patient 30 M un site accepteur d’épissage
Délétions
. arr[hg19]:Xq24(119697812- Délétion emportant les exons .
Patiente 31 F 1197172381 de novo NA Non Let2 N-Terminale
Patient 32 M - Cullin repeat-
atien arr[hg1151]9X$19234S()13119;(6091,862 liée & I'’X (fréres) NA Non Délétion emrl)(;rt:mt les exons ' p
Patient 33 M /693,931) like

Variants concernant la séquence du transcrit NM_003588.3, nomenclature HGVS 2.0. fs : frameshift, décalage du cadre de lecture ; NA : non
applicable ; STOP : variant non-sens ou apparition d’un codon STOP ; STOPLOSS : perte du codon STOP consensuel pour ce transcrit.
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Nous décrivons ainsi 17 variants non publiés dans le gene CUL4B, dont certains

sont récurrents : les variants ¢.348G>T, ¢.1450C>T et ¢.2590 2593del sont retrouvés

chacun chez deux patients issus de familles non apparentées. Deux autres variants,

€.2243_2244del et c.2740T>A, ségregent quant a eux dans deux familles distinctes et

sont retrouvés a chaque fois chez deux freres.

Le variant est apparu de novo dans 8/25 cas. 12/20 gargons de la cohorte ont hérité

le variant de leur mére (avec un variant en mosaique a 15% chez la mére du patient 14).

Il est & noter que les trois variants faux-sens décrits ont été hérité de la mére. La délétion

identifiée chez les patients 32 et 33 est héritée d’'une mére saine.

Pour la patiente 22, la survenue de novo constitue un argument en faveur d'une

pathogénicité, tout comme la délétion chez la patiente 31.
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Figure 10. Représentation schématique des variants CUL4B sur le transcrit.

FRAMESHIFT, n=14
. SPLICE, n=2

L’exon 1 en gris n’est pas traduit, puis chaque boite représente un exon (traduction des exons 2 a 22).

(A) Domaine d’homologie de la famille des Cullines (Cullin-Homology)

(B) Domaine de répétition de motif (Cullin-repeat like) avec en rouge le domaine de liaison aux protéines cibles

(C) Domaine de Neddylation

Les variants ne semblent pas se concentrer en un « hotspot » mutationnel, et on

retrouve des variants non-sens et frameshift dans 'ensemble des domaines protéiques.

Ces variants tronquants sont d’ailleurs majoritaires, en accord avec les descriptions

précédentes impliquant les variants pathogenes CUL4B (9).
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La grande majorité des variants identifiés étant constituée de variants tronquants
entrainant une tres probable perte de fonction de CUL4B, se pose la question de I'impact

des variants faux-sens.

Il est intéressant de noter que les variants faux-sens rapportés dans notre cas se situent
tous au sein des régions impliquées dans la liaison inter-protéique aux substrats ou
partenaires de CUL4B lors de la formation de complexes Ubiquitine-ligase : domaine N-
Terminal pour les patients 1 & 3 et domaine de liaison aux protéines RING dans le cas
du patient 19 ainsi que la patiente 22. Ces liaisons étant primordiales a l'activité de
CUL4B (14), il est tout a fait envisageable que le changement d’acide aminé puisse
impacter la coopération avec les protéines partenaires, équivalent par la-méme a une

perte de fonction.

Le phénotype est compatible pour 'ensemble des patients avec des variants faux-
sens, et l'implication de tels variants a déja été rapportée dans des études antérieures
sur le syndrome de Cabezas (8,9). Cet argument, ajouté aux observations clinico-
biologiques (dont certaines sont rapportées dans le tableau 1), renforce I'hypothése d’une
perte de fonction également pour ces variants faux-sens. C’est la raison pour laquelle ils

ont été rendus comme probablement pathogenes (classe 4).

Les variants d’épissage des individus 29 et 30 de la cohorte entrainent
théoriquement l'inclusion de 18 acides aminés supplémentaires dans la protéine Cullin-
4b. lls perturbent ainsi probablement le fonctionnement du domaine de Neddylation
essentiel a I'activation des complexes CRLs, induisant donc une perte de fonction. Des
variants d’épissage ont déja été décrits comme responsables de Dl liée au géne CUL4B
(9,21), mais I'hypothése d’'un épissage aberrant et de I'absence de protéine avait été
privilégiée. Dans notre cas, I'étude des transcrits de ces patients ainsi que de CUL4B

pourrait étre effectuée pour élucider le mécanisme en cause.

Pour synthétiser, ’ensemble des variants et délétions rapportés ici sont en faveur
d’une perte de fonction comme événement majeur dans la pathogénicité des
variants CUL4B, y compris les variants faux-sens qui intéressent dans notre cas

les domaines de liaison inter-protéiqgues majeurs.
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C. Patiente 22

La patiente 22 constitue un cas particulier dans cette cohorte. En effet, 'impact
des variants tronquants entrainant une perte de fonction de CUL4B semble étre le
mécanisme majoritaire a I'origine I'apparition du phénotype (6,9,20,22). Des variations
faux-sens ont déja été incriminées chez des gargons hémizygotes devant I'absence
d’autre diagnostic et la compatibilité clinique (8).

Les arguments clinico-biologiques pour cette patiente porteuse d’un faux-sens
sont : la survenue de novo, I'absence de variants autre pouvant expliquer le phénotype a
'analyse d’exome, la compatibilité clinique malgré une présentation moins sévere, et les
caractéristiques moléculaires du variant (absent des bases de données publiques, scores
de prédiction en faveur d’'une pathogénicité). Il est méme logique d’observer une
présentation moins sévéere chez une patiente porteuse d’un faux-sens, si I'on considéere
gue ce variant puisse entrainer une perte de fonction partielle. Ainsi, cette jeune fille
montre une DI légere (WISC-V : 58). Malgré son retard de langage, il s’agit de la seule
patiente capable de s’exprimer par des phrases complétes. Le phénotype squelettique,
neuroradiologique ainsi que les caractéristiques morphologiques faciales ont fait classer
ce variant CUL4B comme probablement pathogene (classe ACMG 4). Nous n’avons pas
de photographie nous aidant a interpréter sa dysmorphie : front haut et large, oreilles
basses implantées, un nez bulbeux et un philtrum peu marqué. Ces signes semblent
cependant bien s’intégrer dans I'ensemble des caractéristiques retrouvées chez les
autres patients.

Sur le plan moléculaire, le variant touche une région importante de la protéine,
comme discuté dans la partie moléculaire des résultats, et concordant avec un

mécanisme de perte de fonction partielle ou totale causée par ce variant faux-sens.
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D. Délétions

La seconde patiente de la série est porteuse d’'une délétion emportant les exons 1

et 2 du gene CUL4B. Cette variation du nombre de copies est tres probablement
responsable d’une perte de fonction, et par conséquent de la DI. En effet, la survenue de
novo de cette délétion et la présentation clinique fortement compatible sont des
arguments de poids dans I'implication de cette variation chromosomique.
Des cas de délétion de CUL4B avec un syndrome de Cabezas ont déja été rapportés
(6,23). La patiente présente certains de ces signes typiques : un retard moteur important,
un retard de langage important, une DI sévere ainsi qu’'une démarche ataxique. Nous ne
disposons malheureusement pas de photographie de cette patiente pour pouvoir discuter
de ses particularités morphologiques faciales.

Concernant les deux fréres porteurs d’'une délétion intéressant CUL4B (patient 32
et 33), la perte de fonction du géne est probablement a I'origine de leurs troubles. La
clinique de ces deux patients parait similaire au reste de la cohorte (porteurs de variants

perte de fonction classique).
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E. Explorations biologiques initiales

Nous avons pu réaliser des explorations initiales chez les patients 11, 25 et 26, qui
seront répliquées a 'ensemble des patients pour lesquels un échantillon sanguin pourra
étre obtenu facilement, car leurs familles souhaitent continuer les investigations.

Il s’agit de trois gar¢gons hémizygotes tous porteurs d’'un variant tronquant dans les

trois cas.

1. Expression de CUL4B

Nous avons souhaité observer I'expression de la protéine CUL4B dans un premier

temps, en réalisant des WB en conditions dénaturantes (Figure 11).
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Figure 11. Western Blot pour la Cullin-4b chez les patients porteurs de variants tronquants.
Pour le patient 11, on observe une absence totale de protéine détectée. Pour les patients suivants, on observe tout de
méme une expression de Cullin-4b dont I'intensité et/ou la taille différe toutefois entre les patients et leurs parents qui
jouent ici le réle de contrbles.
La taille de 11kDa correspond & la bande de la protéine Cullin-4b. Les variations observées ont été confrontées aux
bandes de protéine de ménage (tubuline) réalisée sur les mémes membranes.

On constate une absence de protéine chez le patient 11, compatible avec la perte
de fonction de CUL4B décrite auparavant.
Chez les patients 25 et 26, en revanche, on observe une expression de protéine CUL4B.
Cette derniere semblerait cependant plus légere et une troncature prématurée apparait
pour le patient 25. Pour le patient 26, I'expression semble Iégérement plus faible, bien
que la quantité d’extrait protéique par puit soit bien similaire a celle des contréles (contréle
tubuline). Une différence de taille n’est pas visible aussi clairement dans ce cas.
La différence de résultats chez ces patients correspond probablement a une prise
en charge différente du transcrit par le mécanisme de dégradation des ARNmM non-
sens ou Nonsense Mediated Decay (NMD), qui supprime les transcrits avec un
codon stop prématuré et freine leur traduction. Dans le cas des patients 25 et 26,
le transcrit échappe vraisemblablement au NMD - les variants sont situés dans
lavant dernier exon - ce qui conduit a la production de la protéine non
fonctionnelle.
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2. Activité protéasomale

Chez ces mémes patients, nous avons pu tester I'activité enzymatique du protéasome,
dans I'hypothése d’un lien entre dysfonction de CUL4B et systeme ubiquitine-
protéasome.
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Figure 12. Quantification de l'activité protéasomale chez 3 patients.

Les patients 11, 25 et 26 ont bénéficié de ce test de l'activité protéasomale sur lymphocytes T amplifiés. Les extraits
protéigues natifs sont mis en contact avec un substrat nativement dégradé par le protéasome, le Suc-LLVY-AMC. La
fluorescence émise est proportionnelle aux capacités de dégradation du protéasome.

Nous n’avons pas pu mettre en évidence de différence significative entre patients et
contréles lors des expérimentations sur extraits protéiques natifs (Figure 12). Les cellules
des patients avec variant CUL4B que nous avons testé ont donc une activité
protéasomale conservée, et il semble méme qu’une tendance semble se dégager, avec

une activité chymotrypsin-like plus élevée chez les cas-index.

Ces différents tests restent a répliquer chez I'ensemble des patients, ainsi que des

explorations complémentaires sur les partenaires de CUL4B.
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V. DISCUSSION

Les descriptions antérieures des patients présentant un syndrome de Cabezas ont
posé les signes les plus caractéristiques (5,9). Il semble nénamoins important de
souligner que le mode de recrutement principalement utilisé pour ces étude est clinique
et trés peu moléculaire, ce qui entraine de ce fait une vision partielle du phénotype
associé a la maladie. Pour illustrer cette notion, on peut se référer a une étude publiée
en 2015, portant sur les malformations cérébrales présentées par les patients porteurs
d’'un variant CUL4B. Alors qu’'une partie de la cohorte était incluse selon des criteres
cliniques et que la seconde I'était selon des critéres moléculaires - présence de variants
pathogénes CUL4B -, les auteurs ont pu observer une grande disparité dans les

manifestations cliniques des patients (8).

Dans cette étude, nous avons donc effectué un recrutement basé sur la présence d’un
variant pathogene dans le gene CUL4B, ceci méme en l'absence de suspicion de

syndrome de Cabezas a l'issue de la consultation clinique.

Nous avons souhaité décrire les signes cliniques de notre cohorte de trente-trois patients
porteurs d’anomalies génétiques pathogenes intéressant CUL4B, afin d’évaluer au mieux

le spectre des manifestations cliniques potentielles chez de futurs patients.

Sur le plan clinique, nous avons ainsi retrouvé une petite taille de naissance
(<10p), des anomalies cérébrales morphologiques, une épilepsie, une macrocéphalie
dans des proportions proches des cas publiés. Une dysmorphie était également présente
chez la majorité des patients, qui regroupait les éléments typiques du syndrome de

Cabezas, méme a minima chez les patients les moins dysmorphiques.

Nous avons cependant des différences importantes lorsque I'on s’intéresse a la
fréquence des signes cliniques retrouvés chez nos patients par rapport aux études

antérieures. Ces disparités peuvent étre ddes a plusieurs éléments.

Le premier, que nous avons déja évoqué, et qui revet une importance de premier
ordre, est le recrutement. Il a été basé sur la présence moléculaire d’un variant en dehors
de toute suspicion clinique établie. Si ces patients n’avaient pas eu accés au SHD, ils
n’auraient pas été considérés comme faisant partie du spectre de la DILX liée a CUL4B,

et une absence de diagnostic aurait pu persister en I'absence de signes cliniques

typiques.
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Le second élément de disparité est la proportion élevée de patients agés de 5 ans
ou moins (15/33) dans notre étude alors que dans les autres publications, les patients
atteints du syndrome de Cabezas sont majoritairement de jeunes adolescents et adultes
(5,9).

L’hypogonadisme associé a des testicules de petite taille représente également une de
ces anomalies gqu'il est plus facile de mettre en évidence cliniquement au moment de la
puberté. |l convient donc d’étre prudent sur 'examen des caractéres sexuels secondaires
au cours de cette période. Le retard statural est possiblement causé par cet
hypogonadisme avec retard pubertaire, expliquant que nos patients les plus jeunes aient

le plus souvent une taille normale.

Concernant le tremblement, la fréquence de 33% (10/30) reste tout de méme bien
supérieure a celle d’'un tremblement isolé constaté dans la population générale, inférieur
a 4% en population saine apres 40 ans (24). Ce signe doit donc étre recherché devant
une suspicion de déficience intellectuelle liee au géne CUL4B. Ce symptome peut
constituer un argument supplémentaire en cas de clinique ne correspondant pas

totalement aux descriptions du syndrome de Cabezas.

Enfin, la démarche ataxique que nous ne retrouvons que trés peu dans cette étude, ne
peut évidemment étre observée que chez des patients en capacité de se déplacer de

maniére autonome, ce qui n'est pas le cas de la plus grande partie de nos individus.

La séveérité de la DI ou du retard psychomoteur ainsi que le retard de langage
majeur concordent avec les descriptions antérieures. La majorité des individus de notre
cohorte, y compris les adultes, s’expriment avec moins de trente mots. En revanche, nous
avons pu mettre en évidence sur le plan comportemental des Troubles du Spectres
Autistiques (TSA) et/ou Déficit Attentionnel avec ou sans Hyperactivité¢ (TDAH) non
rapportés formellement auparavant. Bien qu'il soit probable que ces troubles aient été
rapportés au sein de l'entité « troubles du comportement/agressivité » dans les
publications antérieures, il convient de les rechercher chez les patients porteurs de

variants CUL4B tout comme les troubles du sommeil (17%).

L’apport de la présente description vient également des nombreux signes extra-
neurologiques que nous rapportons, et exceptionnellement décrits dans cette pathologie.
Sur le plan dermatologique notamment, il semble que les anomalies de la pigmentation

soient représentés dans les cohortes précédentes et a fortiori dans notre étude.
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L’'implication de CUL4B dans la réparation de I'ADN secondaire aux dommages
d’irradiation questionne sur une potentielle susceptibilité cutanée chez les patients
(10,15). Le suivi des patients et I'identification de nouveaux individus porteurs de variants
CUL4B venant enrichir notre connaissance du phénotype, apporteront également des

informations a plus long terme sur I'impact clinique des altérations de CUL4B.

Il est également intéressant de noter un autre signe plutot rare, puisque retrouveé
une seule fois dans notre cohorte et rapporté chez un autre patient d’'une publication
antérieure (8). Il s’agit d’'un syndrome de Brown. Cette manifestation ophtalmologique est
une paralysie oculomotrice dde a la rétraction de la gaine tendineuse du muscle oblique
supérieur. Ce signe peut d’ailleurs étre confondu avec un strabisme, trés fréquent dans
notre cohorte. Il convient de les distinguer a I'examen neurologique des muscles
oculomoteurs. Si sa présence reste anecdotique, ce signe n’est cependant pas toujours
evident cliniguement, hors, une prise en charge chirurgicale peut étre proposeée, levant

la limitation du regard et la géne fonctionnelle chez les patients.

Des anomalies urologiques ont également été retrouvées de maniére assez
importante dans notre cohorte : 40% des patients étaient concernés par une

cryptorchidie, des anomalies d’abouchement de 'urétre et/ou des hernies inguinales.

Les explorations biologiques initiées au cours de ce travail ne sont que trés
partielles et constituent 'amorce de tests sur la voie des cullines et les mécanismes
physiopathologiques en cause. Un des objectif des tests sur cellules de patient est
d’établir un profil biologique type de la pathologie, dans le but de pouvoir tester les
variants de signification inconnue, et ainsi aider au rendu des résultats pour les variants

difficiles d’interprétation.

Nos observations sur le plan moléculaire supportent le mécanisme de perte de
fonction déja connu. Nous avons en effet observé une majorité de variants non-sens et
frameshift avec apparition d’'un codon stop prématuré, et une délétion emportant les
guatre premiers exons, considérés alors comme pathogenes (9). Concernant les variants
faux-sens chez les garcons, I'impact sur la fonction de CUL4B est vraisemblablement lié
a une perturbation de la liaison protéique permettant la formation de complexes CRLs
effectifs. L'impact du variant c.2740T>A, p.(*914Lysext*18) des patients 29 et 30 semble
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affecter la partie C-terminale de la protéine, avec une potentielle perte de fonction liée a

I'absence de processus de Neddylation nécessaire a la fonction de CUL4B (14).

Pour la patiente 22 qui porte un variant faux-sens au sein du domaine d’homologie
des cullines (Cullin-homology), plusieurs arguments en font un candidat de premiére
ligne : il s’agit d’'un faux-sens proche d’'une zone de liaison interprotéique aux protéines
formant le complexe CRL, absent des bases de données publiques (GnomAD), et situé
dans une région ou peu de variants faux-sens sont rapportés comme bénins avec un
score de pathogénicité prédit haut (CADD phred v1.6 = 27,2). Sa survenue de novo et le
phénotype compatible confortent cette hypothese et mettent en avant I'importance de la
caractérisation préalable par les généticiens cliniciens dans le rendu des résultats

moléculaires.

Nous n’avons pas trouvé de patientes portant de variant faux-sens et présentant une
symptomatologie de type Cabezas dans la littérature. En revanche, certaines meéres
transmettrices d’un variant tronquant ont été considérées comme symptomatiques, avec
une forme plus Iégere que chez leurs garcons, toutefois sans description clinique détaillée
fournie par les auteurs des études concernées (8,9). Il faut également prendre en compte
la description d’'un patient masculin porteur d’'un variant faux-sens et ne présentant pas
un phénotype de DI syndromique classiquement lié a CUL4B en 2017 (25). Pour ce
patient, le variant faux-sens a été considéré comme pathogéne devant un potentiel effet
structurel tres spécifique sur les complexes CRLs. De nombreux mécanismes
moléculaires peuvent étre a l'origine de la défaillance cellulaire liée au variant dans
CUL4B. 1l est par exemple possible que le variant porté par la patiente 22 ait un effet
dominant négatif, affectant 'ensemble du pool de protéine CUL4B malgré un allele

normal.

De la méme maniére, la délétion chez la patiente 31 engendre vraisemblablement
une perte de fonction, un second événement affectant I'alléle sain pouvant expliquer cette
présentation classique (biais d’inactivation de I’X par exemple). Nous pourrons par la
suite explorer cet aspect sur le plan biologique afin de valider la pathogénicité des

variants de maniére expérimentale.
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Sur un plan plus fondamental, nous ne montrons pas d’impact significatif des
variants des patients testés sur la fonction protéasomale. Cela laisse supposer que les
symptémes ne soient pas en lien avec la perturbation du systéme UPS dans sa globalité.
En revanche, l'activité chymotrypsin-like mesurée est toujours plus élevée chez les cas-
index. L’interprétation de cette différence est délicate : il est montré que l'efficacité et
I'activité du protéasome diminuent avec I'age (17,26,27), et il est nécessaire de comparer
les résultats de nos patients avec des sujets sains du méme age. Lors de ces tests, les
parents de chacun des individus constituaient un contrdle, diminuant ainsi I'impact du
fond génétique sur la variabilité de I'activité protéasomale, et permettant l'interprétation
d’une activité enzymatique anormalement diminuée. A I'inverse, une tendance plutét a la
hausse nécessite des investigations plus cibées. L’exploration des profils d’'ubiquitination
cellulaires globaux et spécifiques sont actuellement en cours, et permettront

potentiellement d’identifier une dysrégulation plus restreinte d’'un des acteurs de 'UPS.

L’exploration des voies Wnt-Cateninf et Shh pourraient de méme apporter des
eléments de compréhension dans la physiopathologie de cette déficience intellectuelle
lige a I'’X.

Les processus liés a la réparation de 'ADN via le complexe CUL4B-DDB1 ont déja
permis d’effectuer un paralléle entre une ataxie spino-cérébelleuse progressive et les
patients avec un syndrome de Cabezas, confortant I'hypothése de la survenue de 'ataxie
et du tremblement chez les patients au cours du temps (10). La poursuite des
investigations visant a identifier les partenaires des cullines et leurs fonctions permettra
certainement de découvrir de nouveaux partenaires impliqués dans le développement de

la pathologie.

En conclusion, la description des patients porteurs de variants pathogenes dans
le gene CUL4B a permis de retrouver une grande partie des signes cliniques observés
dans le syndrome de Cabezas.

Le recrutement moléculaire que nous avons choisi n'a pas engendré de résultat
completement discordant avec la description du syndrome typique tel que publié
auparavant. Notre cohorte étant composée de patients d’ages hétérogénes (de 12 mois

a 66 ans), nous avons observé une grande variabilité de I'expression de cette déficience
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intellectuelle syndromique liée a I'’X, et avons recueilli de nombreuses anomalies peu,
voire non rapportées auparavant.

Nous espérons que cette étude permette de mieux appréhender les manifestations
cliniques des patients avec un variant CUL4B, au vu de la richesse phénotypique de cette
pathologie. Nous avons également décrit deux jeunes filles atteintes, dont une porteuse
d’un variant faux-sens et pour qui la présentation clinique semble concorder malgré des
troubles cognitifs moins séveres.

A ce jour, I'ensemble des patients décrits, y compris dans ce travail, tendent a

confirmer le mécanisme de perte de fonction.

Les explorations moléculaires restent préliminaires, mais ne guident pas notre
attention sur la fonction protéasomale en premier plan.

La perspective d’obtention de cellules-souches pluripotentes pour une
différenciation future en neurones de patients est quant a elle prometteuse. En effet, nous
avons effectué les premieres recherches sur lymphocytes sanguins.

L’obtention prochaine de modéles plus pertinents ainsi que la réalisation
d’explorations de protéomiques nous permettront d’identifier les partenaires de CUL4B
potentiellement impliqués en déficience intellectuelle, et ainsi de commencer a
comprendre comment les variants a effet perte de fonction de CUL4B engendrent cette

pathologie neurodéveloppementale.
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Annexes

Annexe 1 : Tableau des manifestations cliniques détaillées des 33 patients
Annexe 2 : Tableau des caractéristiques complémentaires des variants CUL4B

Annexe 3 : Consentement de publication de photographie
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Consentement a I'utilisation de photographies médicales

Nom du patient : Date :

[] Cocher ici si personne mineure ou dans lincapacité de donner son consentement

Je consens a ce que des photographies médicales soient faites de moi ou de mon enfant (ou
de la personne dont je suis le tuteur légal). Je comprends que linformation peut éire utilisée
dans mon dossier médical, 4 des fins d'enseignement médical, ou pour une publication dans
des manuels médicaux ou des revues ainsi que je l'ai stipulé ci-dessous. En consentant &
ces photographies médicales, je comprends que j& Ne vais recevoir aucune rémunération
d'aucune partie que ce soit, Mon refus d'autoriser des photographies n'affectera en aucung
maniére les soins médicaux que je vais recevoir. Si, @ l'avenir, ['ai des questions ou je désire
retirer mon consentement, je peux contacter

En signant le document présent, je confirme que ce formulaire de consentement m'a &té
expliqué en termes compréhensibles,

1. Je consens & ce que ces photographies solent utilisées dans des publications médicales,
incluant les revues médicales, les manuels et les publications éectroniques. Je
comprends que ces images peuvent étre vues par des individus du grand public, en plus
des chercheurs scientifiques et médicaux qui utilisent réguliérement ces publications
dans leur formation professionnelle. Méme si ces pholographies seront utilisées sans
informationa didentification personnelles telles que mon nom, j@ comprends quiil est
possible que guelgu'un me reconnaisse. Je suls également d'accord pour que ces
images servent 4 des fins d'enseignement et soient intégrées dans mon dossier médical.

(Signature) (Témoin)

2. Je suis d'accord pour que mon image soit montrée dans un but d'enseignement ET soit
utilisée pour mon dossier médical mais PAS POUR des publications medicales

(Signature) (Témoin)

3. Je consens a l'utilisation de mon image dans mon dossier médical UNIGUEMENT :

(Signature) (Témoin)

Pour les patients Ggés de 7 & 18 ans, la signature ci-dessous indique que les informations
contenues dans ce formulaire de consentement m'ont &té expliqguées et que je consens a
l'ufilization de mes images comme indiqué ci-dessus -

(Signature du patient) (Temuoin)

Annexe 3 : Consentement médical pour publication de photographies envoyé aux familles (en francais et/ou
anglais)
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NOM : DEB PRENOM : Wallid

Titre de These : Déficience intellectuelle syndromique liée au gene CUL4B : description
phénotypique d'une série de patients et exploration de mécanismes physiopathologiques

RESUME

Introduction. CUL4B, un élément clé de la dégradation protéique par le systeme

ubiquitine-protéasome, a été identifi¢ comme le géne d'une forme de déficience
intellectuelle liée a I'X, le syndrome de Cabezas (MIM#300354). L’objectif de cette étude
était de décrire les caractéristiques phénotypiques et génotypiques de patients
présentant un variant (probablement) pathogéne dans le géne CUL4B.

Matériel et Méthodes. Nous avons recueilli les données de 33 individus porteurs d’un

variant CUL4B. Des explorations préliminaires sur lymphocytes sanguins des patients
ont été effectuées, cherchant un impact des variants sur le systéme ubiquitine
protéasome.

Résultats. Nous retrouvons les signes du syndrome de Cabezas, avec une plus grande
variabilité. D’autres symptédmes étendent le spectre phénotypique. Les variants semblent
causer une perte de fonction. Les résultats biologiques ne sont pas en faveur d’'une
dysfonction protéasomale au premier plan.

Discussion. Notre cohorte, recrutée via la biologie moléculaire, montre une variabilité
clinique plus grande que les descriptions précédentes. La constitution plus hétérogene
mais aussi plus jeune de notre groupe de patients explique une grande partie cette
variabilité. Des explorations complémentaires sur des substrats spécifiques de CUL4B

permettront de cibler les anomalies moléculaires a rechercher chez les patients.
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