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I. Introduction

1. Généralité sur la déficience intellectuelle

Trois autorités proposent une définition de la déficience intellectuelle (DI) : 1’Organisation
mondiale de la santé (OMS) dans sa Classification internationale des maladies (CIM-11),
I’American Association on Intellectual and Developmental Disabilities (AAIDD) dans la 11e
¢dition de son manuel de définitions (2010) et I’American Psychiatric Association (APA)
avec le DSM-5 (2013) avec en commun les trois criteres suivants (1) : 1) la présence de
déficits dans les fonctions intellectuelles comme le raisonnement, la résolution de
problémes, la planification, la pensée abstraite, le jugement, 1’apprentissage académique,
I’apprentissage par ’expérience et la compréhension pratique ; 2) la présence de déficits du
fonctionnement adaptatif dans les habiletés conceptuelles, sociales et pratiques apprises qui
permettent de fonctionner dans la vie quotidienne ; 3) I’apparition de ces déficits intellectuels
et de ces limitations adaptatives au cours de la période développementale. La DI peut
entrainer des déficits sociaux, on parle alors de « handicap intellectuel ».

En France, la DI représente un enjeu majeur de santé publique et touche environ 1%
de la population. La DI est extrémement hétérogene tant sur le plan clinique que sur le plan
étiologique (2). Cette hétérogénéité représente un frein dans 1’établissement du diagnostic
étiologique, hors 1’identification de 1’étiologie est primordiale car cela permet aux familles de
mettre un nom sur la maladie, de préciser le pronostic, de mettre en place un suivi medical
approprié, des mesures de prévention, de préciser le conseil génétique (risque de récurrence
pour les prochaines grossesses), d’avoir accés au diagnostic prénatal (DPN) ou au diagnostic
préimplantatoire (DPI), d’accéder aux protocoles thérapeutiques (possible uniquement pour
un petit nombre de pathologies), ou encore de pouvoir se rapprocher d’associations de
patients.

Si une DI est majoritairement la conséquence d’anomalies survenues au cours
développement cérébral, les causes possibles sont multiples, et beaucoup ne sont pas encore
identifiées, ce qui entrave le processus diagnostic. Ainsi, le diagnostic étiologique reste
indéterminé dans prés de 40% des cas. Néanmoins, les causes identifiées peuvent étre classées
en deux groupes principaux : les causes environnementales (toxiques, infectieuses,
périnatales, maternelles, traumatiques...) dans 15-20% des cas et les causes genétiques dans
80% des cas (2) (figure 1).



Il est estimé qu’environ 1/3 des 20 000 genes sont exprimés au niveau du cerveau,
expliquant I’extréme hétérogénéité génétique des DI avec tous les modes de transmission,
mendéliens (autosomique dominant (AD), récessif (AR) ou lié au chromosome X (LX)) et
non mendéliens (sans altération de la séquence nucléotidique) décrits. Parmi les causes
génetiques de DI, les anomalies chromosomiques sont fréquentes. Elles sont observées dans
0,7 % des naissances vivantes, et concernent environ 15 % des DI (3,4). Il s’agit d’anomalies
de nombre de chromosomes (aneuploidie), ou d’anomalies de structures (délétions,
duplications, dérivés de translocations ou d’inversions). La trisomie 21 ou syndrome de Down
est la premiere maladie génétique a avoir été identifiée (5), c’est également la premiére cause
de DI avec une prévalence d’environ 1 sur 2000 naissances vivantes en France.

Les autres causes genétiques de DI sont essentiellement monogéniques, c’est a dire
secondaire a l'altération d’un gene, avec actuellement plus de 1000 genes impliqués. Dans les
pays occidentaux, ou il y a un faible taux de consanguinité, environ 80% des cas sont
expliqués par des variants de novo, c’est-a-dire des variants non hérités, apparues de fagon
accidentelle chez I’individu atteint. Les pathologies a transmission récessive n’expliquent

quant a elles que 3 a 4% des cas.

2. La déficience intellectuelle liée au chromosome X (DILX)

La plus grande prévalence de la DI chez les hommes (ratio hommes/femmes de 1,3/1) et
I’observation de grandes familles avec uniquement des gargons atteints ont suggéré une
contribution importante des anomalies génétiques du chromosome X aux étiologies des DI,
avant méme 1’avénement de 1’ére moléculaire. La possibilit¢ de réaliser des analyses de
liaison dans ces grandes familles dans lesquelles la DI ségrégeait selon un mode de
transmission lié au chromosome X ont conduit a analyser les genes présents sur le
chromosome X a partir des années 1990 (6). Aujourd’hui, une centaine de génes ont été
identifiés comme responsables de DILX, et expliquent entre 10 et 12 % des causes de DI chez
I’homme (7).

C’est ainsi que le syndrome de 1’X fragile (FXS) (MIM : 300624) a ete décrit, tout
d’abord par la description d’un arbre généalogique de DILX en 1943 (8), puis par la
description d’un chromosome X inhabituel associé a la DI en 1969 (9). Ce n’est qu’en 1991

que le mécanisme moléculaire (expansion de triplets CGG au niveau du promoteur du gene



FMR1) a éte identifié (10). Le FXS est la seconde cause de DI (1%) apres la trisomie 21 et
représente la premiere cause monogeénique et la premiere cause de DI héritée (11).

Comme nous venons de le voir, les DILX ont été initialement décrites chez des
garcons atteints, avec des apparentées féminines conductrices de la maladie mais
asymptomatiques. Ceci s’explique par la présence du deuxieéme chromosome X chez la
femme qui permet de compenser 1’allele défaillant. Cependant, un nombre croissant de genes
ont été identifiés comme responsables de DI chez des filles. Le plus fréquent serait DDX3X
qui, en 2015, a été estimé responsable de 1 a 3% des DI non diagnostiquées chez les filles
(12). Dans ces familles, peu de variants sont hérites, ils sont majoritairement de novo avec une
probable létalité chez les garcons. Cependant, pour beaucoup de ces genes, des garcons
atteints ont été décrits avec des variants hérités de meres asymptomatiques. Les variants sont
souvent faux-sens et hypomorphes avec une conservation partielle de la fonction protéique
(12,13). Les modes de transmission dominant lié¢ a I’X (DLX) et récessif li¢ a I’X (RLX)
peuvent donc étre retrouvés dans les mémes genes.

Le diagnostic moléculaire des DILX est primordial car le risque de récurrence dans ces
familles est tres important. Cela permet donc de donner aux familles un conseil génétique
optimal et de leur offrir la possibilité de recourir a un DPN ou a un DPI, ce qui n’est possible

que lorsque le variant causal a été identifié.

Complications de la prématurité 5%
Causes environnementales 13 %
Anomalies chromosomiques 15 %
Maladies métaboliques 8%
Syndromes reconnaissables 2%

DI liées au chromosome X 10 %
Autres maladies monogéniques connues 10 %

Dl idiopathiques 35-40 %

Figure 1 : Etiologies des déficiences intellectuelles.
Issu de : Inserm. Déficiences intellectuelles. Collection Expertise collective. Montrouge :
EDP Sciences, 2016.



3. Difficultés et errance diagnostiques

Comme nous 1’avons vu précédemment, le diagnostic de la DI est complexe de par I’extréme
hétérogénéite clinique et étiologique, mais également par la complexité du parcours de soin
(difficulté a étre orienté vers un professionnel et une structure de santé adéquates). Cette
difficult¢ de diagnostic est responsable d’errance diagnostique avec aujourd’hui, seulement
une personne atteinte de DI sur deux disposant d’un diagnostic précis. En moyenne le délai
diagnostic est de un an et demi, et peut dépasser 5 ans pour plus d’un quart des individus.
L’errance diagnostique est définie par le plan national maladies rares (PNMR) 3 comme
étant la période allant de I’apparition des premiers symptomes a la date a laquelle un
diagnostic préecis est pose. Celle-ci peut engendrer: des soins ou examens médicaux
inappropriés, une incompréhension des familles, une mauvaise reconnaissance du handicap,
des démarches administratives superflues, ainsi qu’une information médicale inadaptée
notamment sur le risque de récidive (conseil génétique). La réduction de cette errance
diagnostique est un des objectifs du PNMR3. Un des moyens est de favoriser 1’acces des

patients aux récentes avancees technologiques du séquencage haut débit (SHD).

4. Evolution des technologies diagnostiques en génétiques

humaines

L’évolution des technologies avec I’apparition successive du caryotype, de la FISH
(Fluorescence in situ hybridization), du séquengage Sanger, de I’ACPA (analyse
chromosomique sur puce a ADN) et enfin du séquencage haut débit (SHD) a permis de
détecter des événements moléculaires de plus en plus petits, avec une efficacité diagnostique
qui ne cesse d’augmenter (figure 2).

En effet, apres les premieres observations de chromosomes en 1842 par Carl Wilhelm
von Ndgeli, c’est en 1956, que le nombre exact de chromosomes humains a été établit a 46 par
Joe Hin Tjio et Albert Levan (14). Cette technique utilisant un choc hypotonique permettant
d’étaler les chromosomes était trés peu résolutive et permettait le classement des
chromosomes selon leur taille et leur indice centromérique. C’est ainsi que la premiére
maladie génétique, la trisomie 21 a été decouverte en 1959 par Jérome Lejeune et al. (5),

rapidement suivi par 1’identification d’autres aneuploidies dans les années 60 (syndrome de
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Klinefelter, syndrome de Turner, trisomies 13 et 18 (15-18)). La technique de caryotypage a
été améliorée en 1970, lorsque Torbjorn Caspersson et ses collegues ont réussi a colorer les
chromosomes pour la premiére fois permettant une analyse plus fine de la structure des
chromosomes. Néanmoins, I’analyse reste limitée par la visualisation des bandes avec une
résolution théorique d’une bande chromosomiqgue soit environ 5Mb.

Dans les années 1986-1988 [I’utilisation de sondes complémentaires de 1I’ADN
marquées par fluorescence ont permis le développement de I’hybridation in situ en
fluorescence (FISH) par les équipes de Pinkel (19,20) et de Cremer (21). Si cette technique de
cytogénétiqgue moléculaire permet une augmentation de la résolution a la sous bande
chromosomique (environ 150kb), il s’agit d’une analyse ciblée n’autorisant pas 1’exploration
du génome entier.

En 1977, le sequencage Sanger est décrit par I'équipe de Frederick Sanger(22). 11 s’agit
¢galement d’une technique ciblée reposant sur le recopiage d’un brin matrice spécifique
d’ADN en incorporant des nucléotides marqués en fluorescence (figure 3). Cette technique
permet 1’identification de wvariants ponctuels. Elle a été progressivement automatisée
permettant une augmentation des capacités de séquencage mais s’est heurtée a des limitations
de cofits et de débits. A titre d’exemple, le séquengage du premier génome humain par une
collaboration internationale (Human Genome Project)(23) et une société privée (Celera
Genomics)(24), aura coité 3 milliards de dollars et nécessité une dizaine d’années en utilisant

des séquenceurs répartis dans plusieurs laboratoires a travers le monde.

FISH Séquengage
Caryotype Séquencgage Sanger CGH array nouvelle génération

1956 1990s 2000s 2011
Années } % } % >
Résolution | } |

>5 Mb ~~ Remaniements ™ 10 kb 1kb 1pb

__——_ “._télomériques - S ][‘

Evénements /~ Anomalies ™ " Microduplication ™ Mutations
génétiques  ( de ) (_ Microdélétion (CNv) ponctuelles

\_ hombres /

~ — —

Figure 2 : Evolution des technologies pour le diagnostic des causes de DI.
Issu de : Inserm. Déficiences intellectuelles. Collection Expertise collective. Montrouge :
EDP Sciences, 2016.
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Figure 3 : Les différentes étapes du séquencage.
Issu de https://www.futura-sciences.com/sante/actualites/genetique-sequencage-adn-nuls-
26754/

Dans les années 2000, c’est I’avénement de la technique d’analyse comparative sur
puce a ADN (ACPA ou CGH-array pour Comparative Genomic Hybridization array) qui est
une technique de quantification relative pangénomique. Cette technique est dite comparative
et compétitive et repose sur ’hybridation compétitive de deux ADN (individu a tester et
référence), marqués par des molécules fluorescentes, sur une méme puce a ADN et
aboutissant a un ratio comparatif de 1’intensité des deux fluorescences. La CGH-array permet
de mettre en évidence des remaniements chromosomiques déséquilibrés (appelés CNV pour
Copy Number Variant) de petite taille avec une résolution de ’ordre du gene (résolution
moyenne de 400kb voire jusqu’a quelques dizaines de kb), ce qui a permis de déceler deux
fois plus d’anomalies chromosomiques chez les patients avec DI que les techniques de

cytogénétiques usuelles.
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5. Le séquencage haut-débit

Le séquencage haut débit (SHD) également connu sous le nom de NGS (pour Next
Generation Sequencing) est une révolution biotechnologique apparue vers 2004 avec les
séquenceurs 2™ génération. le pyroséquencage 454(25). Cette technologie permet de
séquencer de grandes quantités d'’ADN en des temps record en reposant sur un séquengage
massif, paralléle et en temps réel. Il permet d’obtenir la séquence d’un génome complet ou de
parties de génome bornées par PCR (séquencage ciblé comme I’exome ou les panels de
génes). Depuis, plusieurs technologies ont été développées mais reposent sur des étapes
communes : 1) préparation des librairies (ensemble des fragments d'’ADN que l'on veut
séquencer) par fragmentation aléatoire de I'ADN (soit mécanique soit enzymatique) suivie de
la liaison avec des petites séquences spécifiques (adaptateurs). 2) Uniquement si sequencage
ciblé, étape de capture: sélection des fragments d’ADN désirés par hybridation a des
séquences complémentaires et amplification par PCR. Les fragments d'’ADN qui ne
s’hybrident pas sont éliminés. ; 3) sequencage : I'ADN est séquence en utilisant différentes
approches en fonction de la technologie utilisée. A chaque incorporation d'un nucléotide, un
signal est détecté : des photons (Roche 454), de la fluorescence (lllumina, SOLID), une
variation du pH (lon Torrent).

Ensuite, place a la bioinformatique. L'ensemble des données est enregistré dans un
fichier Fastg contenant les séquences (appelées « reads ») et leurs scores de qualité (score
Phred). Trois grandes étapes sont encore nécessaires avant d’obtenir et de pouvoir interpréter
les données finales : 1) I’alignement : permettant de localiser des séquences nucléotidiques
par rapport au génome de référence ; 2) ’appel des variants génétiques : permettant de
détecter les variants nucléotidiques par rapport au génome de référence ; 3) I’annotation des
variants permettant d’obtenir les informations nécessaires a leur interprétation via de
nombreux outils (bases de données génotypiques, phénotypiques, outils de prédictions...)
(figure 4).

A I’¢re du SHD, I'é¢tape limite n'est plus le séquencage mais la gestion des données.
Les exomes générent environ 50 000 variants et les génomes entre 3 et 4 millions.
L’interprétation constitue donc un véritable défi et repose sur un faisceau d’arguments :
pertinence clinique du géne, impact moléculaire de la variation (prédictions théoriques sur le
géne, ’ARN messager et la protéine), fréquence de la variation en population générale,
présence de la variation chez d’autres patients, ségrégation familiale (recherche de la variation

chez les apparentés sains ou atteints), études fonctionnelles (pour évaluer I’'impact de la
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variation sur I’ARNm, la protéine)... Pour harmoniser I’interprétation des variants, des
recommandations ont été établies et approuvés par la communauté, en particulier celles de la
société americaine de génétique (ACMG-AMP pour American College of Medical Genetics
& the Association for Molecular Pathology). Ces recommandations précisent les éléments
pertinents a prendre en compte, ainsi que leur pondération dans la décision et aboutissent a
une classification en 5 classes : Classe 1 : Variant bénin ; Classe 2 : Variant probablement
bénin; Classe 3 : Variant de signification inconnue; Classe 4 : Variant probablement
pathogene ; Classe 5 : Variant pathogéne (26,27).

Le SHD par sa possibilité¢ d’explorer I’ensemble du génome permet de répondre a
I'nétérogénéité extréme des malades rares. Il a permis de diminuer drastiquement la durée et le
cout du séquencage, avec un colt divisé par plus d’un million en une quinzaine d’années.
Actuellement, le séquengage d’un génome nécessite trois jours et a un cofit réactif avoisinant
les 1000 dollars (figure 5). Par ailleurs, son arrivée a accéléré la découverte de nouveaux

génes avec chaque année, plus de 60 nouvelles maladies génétiques décrites (figure 6).

Cost per Human Genome

Moore's Law

Figure 4 : Diminution du co(t du séquencage.

Issu de : https://www.genome.gov/about-genomics/fact-sheets/DNA-Sequencing-Costs-Data
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Figure 5 : Identification croissante des genes responsables de DI.
Tiré de Vissers et al. 2015.

6. Stratégie diagnostique actuelle (figure 7)

La reconnaissance initiale d’une anomalie du développement ou d’une DI chez un individu est
le plus souvent faite par un médecin généraliste, un pédiatre ou méme les parents de
I’individu atteint. L’individu est alors orienté en consultation de génétique qui a plusieurs
réles : rencontrer les familles pour comprendre leurs histoires, évaluer cliniquement les
individus pour rechercher des signes associés/comorbidités, étayer les hypotheses
diagnostiques, proposer des explorations complémentaires si nécessaires, poser un diagnostic,
assurer un suivi adapté, prodiguer un conseil génétique...

En pratique, la consultation de génétique médicale se déroule en plusieurs temps : 1)
Un interrogatoire complet et rigoureux centré sur 1’individu et sa famille. L’enquéte
familiale est un élément essentiel du bilan. Celle-ci permet parfois d’évoquer un mode de
transmission spécifique et donc de restreindre le champ des hypothéses diagnostiques.
L’interrogatoire se poursuit par 1’histoire personnelle de 1’individu : grossesse (prise de
toxiques, alcool, agents infectieux...), accouchement, période néonatale (hypotonie,
difficultés alimentaires...), enfance (étapes du développement psychomoteur, épilepsie...). 2)
Un examen clinique exhaustif comprenant un examen général complet en insistant sur
I’examen neurologique et I’examen morphologique notamment du visage, des extrémités, des
organes génitaux externes... 3) Des examens complémentaires orientés: de biologie,

d’imagerie et enfin, le cas échéant, des examens génétiques.
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Le généticien clinicien ne travaille pas seul mais en lien étroit avec de nombreux
interlocuteurs (autres généticiens cliniciens, pédiatres, neuropédiatres, pédo-psychiatres,
généticiens biologistes...) permettant ainsi des « regards croisés ». Dans certaines situations,
la DI est associée a un syndrome reconnaissable permettant la réalisation d’analyses ciblées
(FISH, séquencage Sanger d’un geéne, panel de quelques genes...). Cependant, dans la
majorité des cas, 1’hétérogénéité clinique et la diversité des causes génétiques ne permettent
pas I’orientation vers un syndrome génétique particulier.

Si le caryotype a été une technique précieuse qui a permis historiqguement
I’identification des premieres maladies génétiques, il a ét¢ démontré que I’ACPA pouvait
détecter une majorité des anomalies identifiées par le caryotype mais également des
remaniements cryptiques, a I’exception des remaniements structuraux équilibrés
(translocations et inversions). L’ ACPA est aujourd’hui I’examen de choix en routine.

Par ailleurs, nous avons vu précédemment que le FXS était la seconde cause de DI et
la premiére cause de DI héritée. Le diagnostic s’effectue par des méthodes de PCR ciblées qui
quantifient la taille des répétitions CGG et le statut de méthylation de I’allele. Ces deux
analyses sont simples et accessibles en routine. Ainsi, la recherche de FXS est aujourd’hui,
avec I’ACPA, réalisé en premiére intention chez les individus présentant une DI sans
orientation clinique.

Le SHD par sa possibilité d’explorer I’ensemble du génome permet de répondre a
I'nétérogénéité extréme des DI. Son arrivée a accéléré la découverte de nouveaux genes
impliqués dans les DI avec de fagon générale assez peu de récurrence, justifiant 1’adoption de
I’exome dans la démarche diagnostique. Cette technique est aujourd’hui largement utilisée en
routine dans le diagnostic de la DI, et arrive de plus en plus tét dans la stratégie diagnostique,
permettant de réduire 1’errance diagnostique. Cette stratégie notamment utilisée au CHU de
Nantes permet de poser un diagnostic étiologique pour un tiers des familles environ,
Néanmoins, la démarche diagnostique est encore trés dépendante des possibilités locales ou
I’exome n’est pas toujours accessible. Si la plupart des genes ne sont responsables que d’une
tres faible proportion de cas, certains sont plus fréquents. Ainsi, des panels de génes impliqués
dans la DI existent, notamment le panel DI 44 comportant les 44 génes majeurs permettant un
diagnostic dans environ 10% des cas.

En I’absence de diagnostic étiologique (environ 50 %), un suivi médical, une
réévaluation clinique et une ré-analyse des données de séquencage en fonction des

connaissances actuelles sont réalisés et depuis quelques années, il existe la possibilité de
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poursuivre les explorations par le séquencage du génome en recherche. Le Plan France

Médecine Génomique 2025 (PFMG 2025), porté par I’Etat, vise a intégrer la médecine

génomique dans le systtme de soins. Il doit permettre la généralisation de 1’acceés au

séquencage pangénomique ainsi qu’une prise en charge diagnostique et thérapeutique plus

personnalisée. Aujourd’hui, deux plateformes de séquencage génomique a tres haut débit sont

operationnelles et permettent le séquencage du génome entier des patients dans le cadre du

soin.

Déficie aintellectualls

Evaluation clinique, histoire famillale, biochimie, imagerie

Syndrome génétique connu
Groupe phénotypiqueidentifié

Analyse ciblée

Signes clinigues non spécifiques

(géne spécifique ou petits paneis)

&1 négatif

ACPA/[X fragile

Malformations,
dysmorphie fociole
ou gtteinie
d'outresorganes ?

!

Exome,
Clinical exome ...

Figure 6 : Stratégie diagnostique dans la DI.

Panel génes DI Exome,

(dont les 44 génes majeurs de Di)
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Réévaluation clinica
Bologigque : séwérité,

demande parentale,
ATCD ..

Issu de : https://www.defiscience.fr/diagnostic/diagnostic-etiologique/

Clinical exome ..
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7. ARHGEF9

ARHGEF9 est un géne localisé en Xgl11.1 qui comporte dix exons et qui code une protéine
de 516 acides aminés, la collybistine (Cb), une Rho-like GTPase spécifique du cerveau.

Avec la gephyrine, la Cb permet le recrutement de récepteurs GABAergiques et
glycinergiques au niveau post-synaptique. En effet ces neurorécepteurs s’ancrent dans la
membrane plasmatique en reposant sur un réseau sous membranaire constitué de géphyrine.
La Cb posséde trois domaines fonctionnels : 1) un domaine C-terminal PH (pour Pleckstrin
homology domain) permettant la liaison & la membrane plasmatique via le
phosphatidylinositol-3-phosphate ou PI3P ; 2) un domaine DH (pour Dbl-homology domain)
ou RhoGEF (pour Guanine nucleotide exchange factors), permettant d’une part la liaison
avec la géphyrine et d’autre part de catalyser les échanges GDP-GTP de Cdc42 (petite
RhoGTPase impliquée dans la régulation du cycle cellulaire) ; 3) un domaine N-terminal
SH3 (pour SRC Homology 3 Domain) permettant la liaison a la neuroligine 2 (28,29) (figure
9). Ainsi, la Cb a un réle essentiel dans la synaptogénese inhibitrice et dans la neurogenése.

Chez I'nomme, des variants génétiques pathogénes dans ARHGEF9 ont été associées a
une DILX initialement décrite chez des garcons. Le tableau clinique est tres variable allant
d'une DI modérée sans épilepsie a I'encéphalopathie épileptique. Par ailleurs, le spectre
phénotypique associe : une DI modérée a sévere, un retard de développement, une épilepsie,
un trouble du spectre autistique (TSA) et des traits dysmorphiques. A ce jour, 25 variants
pathogeénes ont été rapportés dans 26 familles correspondant a 26 hommes et 10 femmes
atteints (28-43). Des variants ponctuels et des délétions ont été identifiées chez les hommes
alors que seuls de grands remaniements chromosomiques ont été rapportés chez les femmes
atteintes (40,43). Parmi les dix femmes atteintes, les cing premiéres rapportées présentaient un
biais d’inactivation du chromosome X (ICX) (40). Par ailleurs, les meres hétérozygotes des
hommes atteints ont été décrites comme asymptomatiques. L’hypothése avancée était alors
celle d’un mode de transmission récessif li¢ a I’X (RLX) qui affecte les femmes lorsque I’'ICX
est biaisée (43).

Dans I’article qui suit, nous rapportons trois nouveaux variants (« perte de fonction »)
dans ARHGEF9 (NM_015185.2): un variant synonyme de novo affectant 1’épissage
(c.1056G>A, p.(Lys352=)) chez une fille atteinte de DI avec épilepsie, un variant non-sens
chez une autre fille atteinte de DI isolée (c.865C>T, p.(Arg289*)) hérité de son pére

asymptomatique en mosaique (24%), et un variant non-sens de novo chez un gargon
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(c.899G>A; p.(Trp300%*)) atteint d’encéphalopathie épileptique. Nous suggérons donc que les
variants faux-sens sont responsables d’une DI RLX affectant les gargons, tandis que les
variants « perte de fonction » sont responsables d’une DI DLX affectant les garcons et les

filles avec ou sans biais d’ ICX.

PRI
Collybistin glycine receptors __
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DH domain
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— Mi I -
iGroliibules — Microfilaments

Figure 7 : Représentation schématique des interactions de la collybistine dans la
formation de la géphyrine et du recrutement des récepteurs GABAergiques et
glycinergiques dans la membrane postsynaptique.

Tiré de Alber et al. 2017.

L’article qui suit a été soumis dans Human mutation et est en cours de review.
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ABSTRACT

ARHGEF9 defects lead to an X-linked intellectual disability (XLID) disorder related
to inhibitory synaptic dysfunction. This condition is more frequent in males with a few
affected females reported. Up-to now, sequence variants and gross deletions have been
identified in males, while only chromosomal aberrations have been reported in affected
females who showed a skewed pattern of X-chromosome inactivation (XCI), suggesting an X-
linked recessive (XLR) disorder.

We report three novel loss-of-function (LoF) variants in ARHGEF9: a de novo
synonymous variant affecting splicing (NM_015185.2: ¢.1056G>A, p.(Lys352=)) in one
female; a nonsense variant in another female (c.865C>T, p.(Arg289*)) and present as a
mosaic in her father, and a de novo nonsense variant in a boy (c.899G>A; p.(Trp300%*). Both
females showed a random XCI. Thus, we suggest that missense variants are responsible for an
XLR disorder affecting males and that LoF variants, occuring de novo, may be responsible for
an X-Linked dominant (XLD) disorder affecting males and females.

KEYWORDS: ARHGEF9, X-linked intellectual disability, female, loss-of-function, splice-

site variant

MAIN TEXT

Intellectual disability (ID) is a developmental disorder characterized by significant
limitations in both intellectual and adaptive functioning, in conceptual, social, and practical
domains, with onset in the developmental period. It affects approximately 1% to 3% of the
population(1), with an excess of males (male/female ratio of 1.3:1). Ten to 12% of ID in
males are attributable to X-linked intellectual disability (XLID)(2). However, a growing
proportion of ID in females is explained by de novo variants in genes located on the
chromosome X such as DDX3X (3).

ARHGEF?9 is located in Xg11.1 and consists of ten exons, spanning a genomic region
of about 150kb. This gene encodes collybistin (Cb), a brain specific Rho-like GTPase.
Together with gephyrin, Cb allows receptor recruitment in GABAergic and glycinergic
synapses. Thus, Cb has a critical role in inhibitory synaptogenesis and in neurogenesis(4,5). In
humans, ARHGEF9 defects have been associated with moderate to severe ID, developmental
delay (DD), epilepsy, autism spectrum disorder (ASD) and dysmorphic features. To date, 25

21



pathogenic variants have been reported in 26 families corresponding to 26 affected males and
ten affected females(4-18). Point variants and gross deletions have been identified in males
while only chromosomal aberrations have been reported in affected females(15,19). Among
the ten affected females, the first five reported showed a skewed pattern of X-chromosome
inactivation (XCI)(15). Furthermore, heterozygous mothers of affected males were reported
as unaffected. It was thus concluded that pathogenic variants in ARHGEF9 are responsible for
an X-linked recessive (XLR) disorder, affecting females when the XCI is skewed(19).

We report three loss-of-function (LoF) variants identified by exome sequencing (ES)
in two unrelated females presenting with moderate 1D and in one severely affected male. All
three individuals are not related to each other and were assembly by results of next-generation
sequencing (NGS) using ClinVar (February 2019). Informed consent was obtained from the
parents of the probands for molecular genetic analysis, and publication of the clinical data.
Clinical and genetic data were provided by individual physician coauthors in accordance with
local research and ethics requirements.

Female individual 1 was the fourth child, born to a non-consanguineous couple with
no relevant familial history. She was born at term after an uneventful pregnancy with normal
growth parameters. Hypotonia was observed in the neonatal period. At age four, she was
referred to specialized genetic consultation because of developmental delay associated to
speech delay. At the time of the study at 9.5 years of age, she presented with moderate ID and
could say a few short sentences. She had attention disorder associated to shyness. At 8.5 years
she experienced her first seizure, consisting in a hemifacial spasm occurring five times per
month and becoming generalized tonic-clonic seizure (GTCS) once in a month. Leviteracetam
was inefficient and seizures were partially controlled by valproate. Physical examination was
without particularity. She had normal brain MRI and EEG showed posterior slow waves.

Female individual 2 was previously reported in a large cohort of 216 individuals with
neurodevelopmental disorders screened by medical exome (20). She was the second child
born to healthy but related parents. Her older brother was affected by DD associated to
pervasive developmental disorders related to a de novo 1p36 deletion. Pregnancy and neonatal
period were uneventful. At age ten, she was referred to specialized genetic consultation
because of speech delay. At that time she presented with moderate 1D, could say only a few
words and was joyful. Physical examination was without particularity. She had normal brain

MRI and EEG was normal apart from posterior slow waves.
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Male individual 3 was born at 35 weeks of gestation to unrelated and healthy parents,
after an uncomplicated twin pregnancy achieved by assisted reproduction. He was referred to
specialized genetic consultation at six years because of epileptic encephalopathy. He showed
early developmental delay with walking achievement after five years of age associated to
nonverbal severe ID and severe epilepsy, his first myoclonic seizure occurred at 16 months,
refractory to any monotherapy or combination of clonazepam, valproate, clobazam,
leviteracetam and zonisamide. Physical examination showed axial hypotonia associated to
light spastic hypertonia of limbs and neck. Brain MRI identified liquid space enlargment of
the anterior hemisphere.

The three probands were negative for routine Fragile X syndrome testing and array
comparative genomic hybridization analysis. ES was consequently performed in all three
individuals as no specific clinical diagnosis was suggested, either on the proband only (P1) or
in trio (P2 and P2). ES were performed following protocols described in Supplemental
Methods. Variants were classified according to the American College of Medical Genetics
(ACMG) guidelines. All candidate pathogenic variants were confirmed by Sanger sequencing
(more details in supplemental file).

In female individual 1, an heterozygous synonymous ARHGEF9 variant (c.1056G>A,
p.(Lys352=)) was identified. This variant was absent from gnomAD. It was located on the last
nucleotide of exon 7, and was predicted to affect the donor splice-site of exon 7. Sanger
sequencing of the proband and her parents showed that the variant occured de novo. In
patient 2 and 3, LoF variant were identified. In female individual 2, medical exome identified
an heterozygous variant (c.865C>T, p(.Arg289*)) in ARHGEF9. Familial segregation showed
that her father carried it in a mosaic state (24% of reads). This variant was not present in the
gnomAD database and it was predicted to induce a premature termination codon (PTC) in
exon 6/10, thus probably leading to mRNA degradation through nonsense-mediated decay
(NMD). Individual 2 was previously reported by Chérot et al(20) in a large cohort of 216
individuals with neurodevelopmental disorders screened by medical exome. The ¢.865C>T
p.(Arg289*) variant identified has also been reported as pathogenic twice in ClinVar, in two
unrelated individuals. This recurrent variant is located at a hypermutable CpG site, probably
explaining its higher frequency. In male individual 3, ES identified an hemizygous variant (:
€.899G>A; p.(Trp300%*)) in ARHGEF9. Familial segregation showed the de novo origin of the
variant. This variant was not present in the gnomAD database and as the previous variant, it

was predicted to be pathogenic through the activation of NMD.
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To assess the predicted impact of the synonymous ¢.1056G>A variant on splicing, blood
samples from PAXgene Blood RNA tubes were collected from female individual 1 and her
mother. Sanger sequencing of the proband’s cDNA (performed following protocol described
in Supplemental Methods) showed exon 7 skipping for the transcript from the allele carrying
the variant, resulting in the in-frame deletion of the well conserved DH-PH linker domain
p.(Gly309_Lys352del) (figure 1). A pathogenic missense variant in the DH-PH linker
domain (c.950C>G; p.(Ser317Trp)) has already been associated to severe ID and moderate
epilepsy in a male patient(13)., and two intragenic deletions encompassing this domain have
been reported in two females with moderate ID(19). The loss of a major functional domain
thus probably leads to Cbh LoF. We identified two variants inducing a PTC in exon 6 and
predicted to lead to haploinsufficiency of ARHGEF9 through NMD. Thus, all three variants
reported here, were expected to result in Cb LoF, even if no functional study were performed.
We report here three novel predicted LoF variants within ARHGEF9 in two unrelated
females and in one male. The first female individual 1 exhibited moderate ID with moderate
epilepsy; while the second female individual 2 exhibited moderate ID without seizure. The
male individual 3 was severely affected by epileptic encephalopathy. To our knowledge, this
is the first report of affected females with sequence variants in ARHGEF9 and random XCI
pattern.
Defects in ARHGEF9 lead to an XLID disorder with high clinical variability ranging from
moderate ID without epilepsy to epileptic encephalopathy. In affected individuals of both
sexes, ID and speech delay are constant, furthermore, the phenotypic spectrum may include
inconsistently, epilepsy, DD, ASD and dysmorphic features of varying clinical severity. Up-to
now, 25 pathogenic variants have been reported in 26 families corresponding to 26 affected
males and ten affected females (4-16). In males, 15 pathogenic variants have been identified
including five altering the open reading frame (three deletions, one nonsense and one
affecting a splice-site) and ten missense variants (table 11, figure 2). An attempt of genotype-
epilepsy phenotype correlation in males showed that the presence and severity of epilepsy was
potentially related to the location and the molecular effect of the variant. 4/5 LoF variants
were associated with severe 1D, and among them the three deletions occurred de novo. The
variant resulting in p.(GIn2*) was maternally inherited but potentially escapes NMD and the
€.1300+2T>C variant was associated with moderate 1D and was maternally inherited (review
by Wang et al.(15) and Alber at al.(13), table I1).
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In affected females, ten de novo chromosomal abnormalities disrupting ARHGEF9
have been identified (three deletions, two intragenic deletions, two translocations and one
paracentric inversion). They all presented with a less severe phenotype than males,
comprising constant moderate-to-severe ID and speech delay, and inconsistently moderate
epilepsy and ASD (review by Aarabi et al.(19)). Interestingly, no sequence variant was
identified in affected women, but only in apparently healthy mothers of affected males,
which, combined with the fact that the first five affected females presented a skewed XCI
pattern, led to consider this defect as an XLR disorder.

No sequence or structural variants resulting in LoF are listed in the gnomAD database,
making ARHGEF9 extremely LoF intolerant (pLi = 1). Moreover, only five nonsense variants
are documented in the ClinVar database, including two potentially escaping NMD (the
previously reported p.(GIn2*)(5) and the unreported p.(Trp505%)), and one splice-site, all of
them classified as pathogenic or likely pathogenic. Among the 25 pathogenic variants
described in the literature, in males, we observe a majority of missense variants (10/15)
mostly inherited (2/10 occurred de novo), the other five were predicted LoF (5/15), three of
which occurred de novo. All pathogenic variants identified in affected females (10/10) were
chromosomal abnormalities and were non inherited events. Therefore, LoF variants in
ARHGEF9 are very rare events occurring de novo, only in affected individuals (except for the
€.1300+2T>C variant (10), and for the variant resulting in p.(GIn2*) which probably escapes
NMD, both of them were maternally inherited.), including females, in whom LoF variants are
the only disease-causing events reported to date. Thus, even if functional data will be required
to support it, we suggest that missense variants are responsible for a XLR disorder affecting
males and females with skewed XCI and that LoF variants may be responsible for a XLD
disorder affecting males and females with or without XCI and mainly caused by de novo
variants.

In conclusion we report three novel LoF variants in ARHGEF9, including a
synonymous variant, in two unrelated females presenting with moderate ID, and in one
severely affected male. Synonymous variants can easily be missed by ES, as they are often
filtered out during analysis. This report highlights the possible deleterious effect of such
variants and the necessity to annotate them with splicing prediction score during exome
analysis. Pathogenic variants in ARHGEF9 were so far linked to an XLR disorder. We
provide here evidences that LoF variants are probably responsible for a XLD condition, which

is important to consider for  future exome and genome  analysis.
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Individual
ARHGEF9 variant
cDNA (NM_015185.2)

Protein (NP_056000.1)
Genomic DNA (NC_000023.11)
Exon

Zygosity

Inheritance

Xinactivation

Method of mutation detection
Clinical Informations

Gender

Presenting age and symptoms
Age at last investigation

Birth

Gestational week

Birth weight (grams/SDS)

Birth length (cm/SDS)

Birth head circumference
(cm/SDS)

Growth

Growth failure yes/no

Height at age last investigation
(cm/SDS)

Weight at age last investigation
(kg/SDS)

Head circumference at age last
investigation (cm/SDS)

¢.1056G>A
p.(Lys352=)/Exon
skipping
g.63665886C>T
7

Heterozygous

De novo
Random

ES

Female

2y/DD

9,5y

36

2660 (-1SD)
45 cm (-1,5SD)

33 cm (M)

134 cm (M)
28kg (M)

54,5 cm (+1,5SD)

c.865C>T

p.(Arg289*)
g.63674097G>A
6

Heterozygous

Paternally (mosaic 24% of

reads)

Random

ME

Female
2y/Speech delay
10y

39

3200g (M)

50 cm (M)

35cm (M)

140cm (+1SD)
30kg (M)

56 cm (+2,5SD)

c.899G>A

p.(Trp300%*)
g.63674063C>T
6

Hemizygous

De novo

N/A

ES

Male

14mo/Epileptic encephalopathy
by

assisted reproduction 35

2140 (-1SD)

45.5 (M/-1SD)

32 (M/-1SD)

112 (M/-1SD)
17 (-1/-2SD)

52,5(M/+1SD)
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Central nervous system
Degree of DD or ID

Age of walking

Age of first words
Speech abilities

Hypotonia/hypertonia
Brain imaging done, age
Anomalies in brain imaging

Behavioural anomalies
Epilepsy

Seizures with age of onset,
Seizures types

Seizures frequencey

EEG anomalies

Antiepileptic drugs
Seizures outcome
Dysmorphic features
Other features

Moderate

23 mo

3y

Short sentences

Neonatal hypotonia
Yes

Difficulty concentrating,

shyness

+/(8,5y)

Hemifacial spasm//GTCS

5 times per month
Posterior slow waves
Valproate
leviteracetam
Partially controled

after

Moderate
16 mo

2y

Few words

Yes

Joyful

N/A
N/A
Posterior slow waves

N/A
N/A

Severe

>5y

N/A

No language

axial hypotonia++, light spastic hypertonia limbs and
neck

Yes/2y

liquid space enlargment (anterior hemispheric)

Tears, cry

+/(14mo)

Myoclonic

NR

interictal

Clonazepam after valproate, clobazam, leviteracetam
and zonisamide

Refractory

Table I. Genetic and phenotypic features of the three individuals with ARHGEF9 loss-of-function variants reported here.

DD: Developmental delay; ES: exome sequencing; GTCS: generalized tonic-clonic seizures; ID: intellectual disability; M: mean; ME: medical

exome; mo: months, N/A: not applicable; NR: not reported; SD: standard deviation; y: years; +: abnormal finding positively identified; -: abnormal

finding not present.
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Sex Variant type Variant (recurrence) Inheritance Exon X ID Epilepsy Reference
(10) Inactivation
M Missense €.164G>C/p.G55A NR 2 NA Severe EE [4]
M c.311G>A/p.R104Q De novo 3 NA Severe EE [13]
M €.530T>C/p.L177P De novo 4 NA Severe Partially controlled  [13]
M €.869G>A/p.R290H NR 6 NA Moderate + [13]
M c.868C>T/p.R290C (4) Maternally 6 NA Severe EE [15]
M €.950C>G/p.S317W (2) Maternally 7 NA Severe Partially controlled  [13]
M c.967G>A/p.G323R (4) Maternally 7 NA Moderate Controlled [14]
M €.1012C>T/p.R338W (3) Maternally 7 NA Moderate - [12]
M c.1067G>A/p.R356Q (3) Maternally 8 NA Moderate - [13]
M €.1198G>A/p.E400K Maternally 8 NA Moderate - [10]
M Nonsense c.4C>T/p.Q2* Maternally 1 NA Severe EE [5]
M c.899G>A/p.W300* De novo 6 NA Severe EE This study
M Splicing c.1300+2T>C Maternally - NA Moderate + [10]
M Gross deletion ChrX:61848414-63138698 De novo - NA Severe Controlled [8]
M ChrX:62321746-63058548 De novo - NA Severe Controlled [5]
M ChrX:62856174-63072861 De novo - NA Severe Controlled [17]
F ChrX:62970571-63052696 De novo - Random Moderate - [18]
F ChrX:62838630-62865334 De novo - Skewed Moderate - [13]
F ChrX:62854862-62862403 De novo - Skewed Moderate Controlled [13]
F NR De novo - Random Severe Controlled [11]
F NR De novo - Random Severe - [11]
F Complex 46,X,inv(X)(q11.1;927.3) De novo - Skewed Moderate - [6]
rearrangement
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F 46,X,t(X;18)(q11.1;9q11.21) De novo

F 46,X,t(X;20)(q12;P13) De novo

F Intragenic deletion ChrX:62876206-62900076 De novo

F ChrX:62872539-62929093 De novo

F Splicing c.1056G>A/E7 skipping De novo

F Nonsense c.865C>T/p.R289* Paternally (mosaic 24% of
reads)

Skewed
Skewed

Random
Random

Random
Random

Severe
Severe

Moderate
Moderate

Moderate
Moderate

Table I1. Genetic and phenotypic features of individuals with ARHGEF9 pathogenic variants reported to date.

+

Controlled

Partially controlled

[7]
[13]

[19]
[19]

This study
This study

ID: intellectual disability; EE: epileptic encephalopathy; NA: not applicable; NR: not reported; +: abnormal finding positively identified but without

precision; -: abnormal finding not present. Adapted from Wang et al. (15)
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Figure 1.

A. Pedigree of the three families.

B. Predicted effect of the synonymous ¢.1056G>A variant on splicing. According to prediction programs Splice Site Finder-like, MaxEntScan,
NNSplice, and Gene Splicer compiled by Alamut Visual v2.11 (Interactive Biosoftware, Rouen, France), the synonymous c¢.1056G>A variant
induces a loss of canonical donor splice site (see left panel). The most likely predicted consequence is a skipping of in-frame ARHGEF9 exon 7
(132 bp), which was confirmed in vitro by transcript analysis (see rights panels) ; PCR products were visualized on 1.5% agarose gel and Sanger
sequencing were performed (data not shown). Two different transcripts were identified. Transcript 1 corresponds to the physiological splicing of
the exon 7. The allele carrying the c.1056G>A variant leads to transcript 2, corresponding to the skipping of the exon 7. DNA variants are described
according to the nomenclature established by the Human Genome Variation Society. Nomenclature

HGVS V2.0 is defined according to ARHGEF9 mRNA reference sequence NM_015185.2.

x
S
WR290C 36 @
maoz W G55A BR104Q WL177P ER200H EE W EWR356Q WE400K  Wc.1300+2C>T
ARHGEF9 [ i i i i i i i i
NM_015185.2 | ! 50 i 100 i 150 i 200 250 i 300 | 3s( 400 i 450 | 500
® EW300 @®K352=/E7 skipping
g
co
«©«

Figure 2. Newly and previously reported sequence variants in ARHGEF9 (NM_015185.2) represented on Collybistin protein.
Above the protein are the previously reported variants while below the protein are the sequence variants identified in the current report. Squares
represent affected male and circles represent affected females. Dotted variants are inherited from an asymptomatic mother; the other variants

occurred de novo. Adapted from ProteinPaint (21)
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SUPPLEMENTARY FILES

MATERIAL AND METHODS
Exome sequencing strategy

For the first family, ES of the proband (P1) was performed with the Clinical Research
Exome kit V2 (Agilent,Santa Clara, CA, USA) on Illumina HiSeq2500 (paired-end
sequencing, 2 x 75 bp). A mean read depth of 87X was obtained. Reads were aligned to the
human reference genome sequence hgl9 using bwa (v0.7.3). Bioinformatics analyses were
then performed according to the best practices of GATK (v3.4). Variants were annotated
using ANNOVAR and filtered using in-house scripts to remove variants with an allele
frequency above 0.5% in 1000 genome, gnomAD and in a local database of 489 exomes. The
possible functional impact of amino-acid changes was predicted by SIFT (Sorting Intolerant
from Tolerant), PolyPhen-2 hvar and CADD score (Combined Annotation Dependent
Depletion). The effect on splicing of the variants localized in splicing consensus regions (—3
to +8 at the 5' splice site and —12 to +2 at the 3' splice site) was predicted with dbscsnv. The

AlamutVisual software (Interactive biosoftware) was used to study retained variants.

For the second family trio WES was performed on a NextSeq 500 Sequencing System
(IMumina, San Diego, CA), with a 2x 150bp high output sequencing kit after a 12-plex
enrichment with SeqCap EZ MedExome kit (Roche, Basel, Switzerland), according to
manufacturer’s specifications. Sequence quality was assessed with FastQC 0.11.5, then the
reads were mapped using BWA-MEM (version 0.7.13), sorted and indexed in a bam file
(samtools 1.4.1), duplicates were flagged (sambamba 0.6.6), coverage was calculated (picard-
tools 2.10.10). Variant calling was done with GATK 3.7 Haplotype Caller. Coverage for these
samples was >93% at a 20x depth threshold. Variants were then annotated with SnpEff 4.3,
dbNSFP 2.9.3, gnomAD, ClinVar, HGMD, OMIM, ACC genes (sup data) and an internal
database. Filtering was performed with criteria based on the consequence on the protein (stop
gain, splice site, frameshift indel, in frame indel, missense), frequency in gnomAD (threshold
of 3 allele counts for de novo variants and 3 homozygous/hemizygous for homozygous,
hemizygous and compound heterozygous variants). CNVs were called with CNVKit (PMID
27100738) and Excavator2 (PMID 27507884).
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For the last family DNA was extracted from fetal frozen tissues and parental
peripheral whole-blood samples, using the QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen) following
standard procedures. Exome capture and sequencing were performed at Integragen SA from 1
png of genomic DNA per individual using the SureSelect Clinical Research Exome Kit
(Agilent). The resulting libraries were sequenced on a HiSeq 2000 (Illumina) according to the
manufacturer’s recommendations for paired-end 76 bp reads. Briefly, reads from whole
exome sequencing were aligned to the human genome reference sequence (GRCh37/hgl9
assembly) using Burrows-Wheeler aligner (BWA,; version 0.7.15). Duplicate reads were
marked using Picard MarkDuplicates (version 2.4.1) [http://broadinstitute.github.io/picard/]
and aligned read were then processed using GATK BaseRecalibrator and PrintReads
(Genome Analysis Toolkit; version 3.8) to recalibrate base quality scores, according to GATK
Best Practices recommendations. Quality control was performed on all BAM files by
calculating depth of coverage onto RefSeq database (release 2018-11-11) with GATK
DepthOfCoverage. SNPs and indels were identified from BAM files using GATK
HaplotypeCaller. SNPs present in cluster (more than three SNPs in a window size of 10
bases) were flagged in filter field using GATK VariantFiltration. All variants identified were
annotated using SnpEff (version 4.3) to predict the effects of variants on genes. Additionnally,
SnpSift (version 4.3) was used to annotated variants with allele frequencies from the Exome
Aggregation Consortium (ExAC; release 0.3.1) [http://exac.broadinstitute.org/], the Exome
Sequencing Project (ESP) and the Genome Aggregation Database (gnomAD; release 2.0.2)
(http://gnomad.broadinstitute.org/), and with some prediction scores (CADD, Polyphen-2,
GERP and Grantham) based on dbnsfp database (release 2.9). Finally, an in-house python
script was used to annotate variants with ClinVar Clinical significance (release 2019-01-
08), OMIM disease-causing genes (Online Mendelian Inheritance in Man; release 2019-01-
14) (https://omim.org/) and gnomAD constraint metrics (pLI and missense Z score). Variants
were then filtered according to the following criteria: filter field is PASS; only variants
covered with at least five reads and three alternative base supporting reads were reported,;
only protein altering variants in genes were selected based on SNpEff annotation; common
variants present at a frequency above 1% in EXAC, ESP and gnomAD were excluded and
variants present in more than five individuals of 100 in-house control exomes and 94 cohort

exomes were excluded.
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RT PCR cDNA

To assess the predicted impact of the synonymous ¢.1056G>A variant on splicing, blood
samples from PAXgene Blood RNA tubes were collected from female individual 1 and her
mother. Total RNA was isolated with the NucleoSpin RNA Plus Kit (Macherey-Nagel)
according to the manufacturer’s instructions. The concentration of total RNA was measured
on a NanoDrop spectrophotometer (NanoDrop Technologies). Reverse transcription was
performed with the ProtoScript Il First Strand cDNA Synthesis Kit (New England Biolabs).
PCRs were performed on cDNA with the HotStarTaqg DNA Polymerase (Qiagen) according to
the PCR amplicons (PCR conditions are available upon request). PCR products were analyzed

on 1% agarose gel electrophoresis and Sanger sequenced.
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I1l. Discussion

Dans cet article, nous avons rapporté trois nouveaux variants « perte de fonction »
dans ARHGEF9, incluant un variant synonyme affectant 1’épissage. Ces variants ont
éteé identifiés par exome chez deux filles présentant une DI modérée plus ou moins une
épilepsie et chez un garcon présentant une encéphalopathie épileptique. Nous suggérons donc
que les variants faux-sens sont responsables d’une DI RLX affectant les gargons, tandis que
les variants « perte de fonction » sont responsables d’une DI DLX affectant les gargons et les
filles avec ou sans biais d’ICX.

Le variant ¢.1056G>A décrit dans l‘article est un variant synonyme (changement
nucléotidique n’entrainant pas de changement d’acide amin€) au niveau de la derniére base de
I’exon 7 du géne ARHGEF9. Ce variant est prédit comme abolissant le site donneur
d’épissage de cet exon par les outils de prédictions in silico. Afin de confirmer cet effet
possible sur 1’épissage, nous avons réalisé une étude d’ARN par séquengage Sanger de I’ADN
complémentaire de la patiente 1 et nous avons pu confirmer un saut de 1I’exon 7 et une

délétion en phase d’un domaine fonctionnel majeur.

1. Interprétation des variants synonymes :

Le séquengage de I’exome d’un individu génere environ 50 000 variants par rapport au
génome de référence, ce qui représente un véritable défi d’interprétation. Une série de filtres
permet de réduire le nombre de variants pour permettre une analyse biologique. Parmi ces
filtres, les quelques 10 000 variants synonymes générés par exome(44) sont souvent
considérés comme ayant un impact moléculaire minime. Les outils de prédictions in silico tels
que SIFT(45), PolyPhen(46) ou encore CADD(47) sont des aides diagnostiques mais sont peu
efficaces pour interpréter ces variants, car ils se basent essentiellement sur la conservation et
I’écart physico-chimique des acides aminés. Ainsi, les variants synonymes sont souvent
exclus d’emblée dans le processus d’interprétation.

Cependant, des variants synonymes ont été impliqués dans de nombreuses
pathologies, notamment dans la déficience intellectuelle. En fonction de leur localisation, ces
variants peuvent avoir un effet délétere sur de nombreux processus indispensables a la survie

cellulaire. Un des effets le plus connu et le plus étudié de ces variants est I’altération de
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I’épissage de ’ARN. Mueller et al. ont montré que 23% des variants synonymes localisées
dans I’exon 7 du géne SMN1 avaient un effet sur 1’épissage(48). Ainsi, les algorithmes
capables de prédire I’impact de variants sur 1’épissage comme GeneSplicer(49), MaxEntScan,
Human Splicing Finder(50) ou SPIiCE(51) (dediés au sites consensus donneur/accepteur)
Branchpointer(52) (dédié au site de branchement), ESEFinder(53) (dédié aux séquences
régulatrices) ou SPiP(54) (prédiction d’un défaut d’épissage indépendamment de la position
du variant et du motif d’épissage impacté) constituent une premicre approche pour
I’interprétation de ces variants. Il est également possible de réaliser des études fonctionnelles
afin de confirmer 1’éventuel impact délétere sur 1’épissage. Toutefois, les pipelines actuels ne
permettent pas I’annotation de tous les variants impactant 1’épissage.

Les outils de prédiction d’épissage ne sont pas cependant pas suffisants. Les variants
synonymes peuvent également impacter la transcription en altérant un site de liaison a un
facteur de transcription(55), en altérant un ilot GpC régulant la méthylation de I’ADN et la
reconnaissance des exons(56). Par ailleurs, il existe un biais dans 1’'usage des codons, les
codons synonymes n’étant pas utilisés a la méme fréquence. Ce biais est corrélé a I’expression
des genes(57), le taux de traduction(58), le repliement co-traductionnel et la structure des
protéines(59,60). En effet, plus un ARNm est riche en GC (notamment au niveau de la
troisiéme base d’un codon), plus il est stable permettant une traduction plus intense. Ainsi,
les genes fortement exprimés sont riches en GC(61). Ensuite, remplacer un codon par un autre
codon synonyme peut ralentir voire stopper la traduction par défaut de I’ARN de transfert
(ARNL) correspondant au nouveau codon. Une hypothése est que la composition des codons
dans les régions codantes a coévolué avec 1’abondance en ARNt pour atteindre un taux de
traduction idéal(62). Des outils de prédictions in silico dédiés aux variants synonymes ont été
développés en prenant en compte ces différents mécanismes (figure). Cependant, une étude
récente visant a évaluer leur performance a montré qu’aucune de ces méthodes ne permet une
interprétation fiable des variants synonymes a grande échelle(63). Par ailleurs, tous les
mécanismes physiopathologiques en lien avec des variants synonymes ne sont pas élucidés, il
reste donc de nombreux progrés a faire quant a la compréhension de I’'impact de telles

variants sur I’organisme et leur implication en pathologie humaine.
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2. Interprétation des variants localisés sur le chromosome X

Le chromosome X a fait I’objet de nombreuses études génétiques et il contient environ
15 % des génes connus impliqués en DI(64). De nombreuses pathologies LX ont d’abord été
décrites avec un mode de transmission unique soit DLX (DDX3X), ou RLX (ARHGEF9).
Cependant, a I’instar de DDX3X, pour lequel des garcons atteints ont été décrits avec des
variants hérités de méres asymptomatiques, nous rapportons pour la premiére fois des variants
« perte de fonction » dans ARHGEF9 chez deux filles. Nous suggérons donc que les variants
faux-sens sont responsables d’une DI RLX affectant les garcons, tandis que les variants
« perte de fonction » sont responsables d’une DI DLX affectant les gargons et les filles. Ainsi,
des modes de transmission DLX et RLX peuvent étre retrouves dans les mémes genes, ce qui
est important a considérer lors d’une analyse génomique.

De fagon général, la validation d’un variant candidat repose en partie sur la
ségrégation familiale et sur I’absence de ce méme variant dans une population controle. En
effet, dans la classification ACMG, le caractére de novo d’une variation est un critére fort
dans I’établissement de la pathogénicité de celle-ci. Cependant, de nombreuses variants
pathogenes LX sont héritées de meres asymptomatiques. 1l est donc parfois difficile de
classer un variant LX en classe 4 ou 5 en ’absence de ce critére. Lorsque cela est possible, il
est utile de tester les ascendants des meres conductrices afin de voir si ces variants pathogenes
sont survenues de novo dans les générations précédentes. Par ailleurs, comme ces variants
peuvent étre hérités de meres conductrices dites asymptomatiques, celles-ci peuvent étre
retrouvées dans les bases de données de population contréle. Il est donc important de vérifier
le sexe des individus rapportés dans ces bases de données lors de I’interprétation d’un variant
localisé sur le chromosome X. Il est également essentiel de procéder a un examen clinique
complet des femmes conductrices dites asymptomatiques et de rechercher des signes cliniques
a minima. Il peut également étre utile d’effectuer une étude du biais d’inactivation de I’X chez
ces femmes hétérozygotes. Par ailleurs, dans une famille avec plusieurs individus atteints, un
variant non causal peut co-ségréger fortuitement avec la pathologie et ainsi fausser
I’interprétation. Afin de préciser ce point, il a été proposé de calculer la probabilité (« N »)
que la présence du variant d’intérét (selon le mode de transmission présumé) chez les
individus atteints, soit due au hasard plutdt que due a une co-ségrégation(65).

Si D’interprétation des données issues du SHD est complexe, I'interprétation des

variants LX est particuliecrement délicate. Hors dans le cadre d’une anomalie LX, ou le risque
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de récurrence est trés important, 1’identification du variant causal est primordiale pour
permettre d’une part un conseil génétique optimal et d’autre part 1’accés au DPN ou au DPI

dans le cadre d’un projet parental.

3. Prise en charge médico-sociale :

Le diagnostic moléculaire d’une DI est une étape essentielle dans le parcours de soin
des familles. En effet, outre le conseil génétique et I’acceés au DPN/DPI, cela leur permet de
mettre un nom sur la maladie, de préciser le pronostic, de mettre en place un suivi medical
approprié, des mesures de prévention, d’accéder aux protocoles thérapeutiques (s’ils existent),
et de pouvoir se rapprocher d’associations de patients.

Si le SHD est un outil diagnostic tres performant, les méedecins et le grand public ne
connaissent pas toujours son existence. Dans ce contexte, la France joue un role pionnier dans
le domaine des maladies rares : elle est le premier pays en Europe a avoir élaboré et mis en
ceuvre des plans nationaux dédiés. En effet, depuis 2004, a travers trois plans nationaux
successifs, la France est structurée en réseau de diagnostic et de prise en charge sur le
territoire, pour organiser le parcours de soins des personnes concernées par les maladies rares.

Un des objectifs principaux du PNMR 3 qui est en cours de déploiement et synergique
avec le PFMG 2025, est de réduire I’errance diagnostique avec un objectif d’un an. Cet
objectif est en partie réalisable en favorisant I’accés au SHD.

En Pays de la Loire, environ 165.000 personnes sont atteintes d'une maladie rare. C’est
ainsi qu’a été créée la plate-forme régionale d'information et d'orientation des maladies rares

(Prior :  https://www.chu-nantes.fr/plate-forme-regionale-d-information-et-d-orientation-des-

maladies-rares-nantes-angers-prior).  Pluridisciplinaire et  multiprofessionnelle,  cette

plateforme s’adresse aux patients et a leurs proches (orientation vers le CRMR/CCMR le plus
proche, vers des associations de patients, une aide psychologique, une aide financiere,
administrative...), aux professionnels qui les accompagnent (information et mise en relation
avec d’autres professionnels) et aux associations qui les soutiennent.

Aujourd’hui, il existe des centaines d’associations de patients. L’alliance maladies

rares (https://www.alliance-maladies-rares.org/) est une association rassemblant plus de 230

associations comme par exemple : ’association Xtraordinaire

(http://www.xtraordinaire.org/index.php) représentant les familles et patients confrontés a la

DILX et ’association Sans Diagnostic et Unique
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(https://www.facebook.com/sansdiagnosticetunique/) représentant les familles et patients

confrontés aux anomalies du développement et syndromes malformatifs sans diagnostic

Une DI peut avoir des conséquences qui limitent I’activité ou réduisent la participation
en société, et peut alors entrainer un handicap. Sur un plan pratique, toutes les ressources
citées ci-dessus permettent d’orienter les familles vers les nombreux dispositifs visant a
ameliorer la vie quotidienne des patients et de leurs familles. Une partie de ces dispositifs
nécessite une reconnaissance du handicap par la Maison Départementale des Personnes
Handicapées (MDPH). Un Plan Personnalisé de Compensation (PPC) contenant des mesures
visant a répondre au projet de vie de la personne handicapée est soumis a la Commission des
droits et de I’autonomie des personnes handicapées (CDAPH) qui évalue le taux
d’incapacité de la personne handicapée, attribue la prestation de compensation, reconnait la
qualité de travailleur handicapé, et se prononce sur les dispositifs d’inclusion scolaire.

Par exemple, il existe notamment des aides financiéres visant a compenser le handicap
soumises ou non a conditions de ressources (PCH, AAH, AEEH, AJPP, pension d’invalidité).
I existe ¢galement des dispositifs facilitant 1’insertion scolaire et professionnelle. En effet,
tout enfant de plus de 6 ans doit étre scolarisé, que ce soit a I’école, en institution spécialisée,
ou a domicile, et selon la loi, chaque enfant handicapé a le droit a un parcours de formation
adapté, et peut le cas échéant bénéficier d’'un accompagnement par un service d’accueil
médico-social (ESMS). Ainsi le PPS (Projet Personnalisé de Scolarisation) inclus dans le PPC
permet: 1) en classe ordinaire d’avoir 1’aide d’'un AESH (Accompagnant des Eléves en
Situation de Handicap) ; 2) en milieu ordinaire d’étre scolarisé en ULIS (Unités localisées
pour I’inclusion Scolaire) ; 3) d’étre scolarisé dans un établissement spécialisé (IME pour
Instituts Médico-Educatifs, EEAP pour Etablissement ou service pour enfants et adolescents
polyhandicapées, ITEP pour Institut thérapeutique, éducatif et pédagogique); 4) a
domicile d’obtenir les services d’'un SESSAD (Service d’éducation spéciale et de soins a
domicile). Des ESMS existent également pour les adultes de moins de 60 ans et d’autres pour
les adultes de plus de 60 ans.

Si tous ces dispositifs visent a améliorer la qualité de vie des patients et des familles
confrontées au handicap, les démarches administratives permettant I’ouverture des droits
peuvent se révéler ardues. Le dossier MDPH est rempli par le patient ou son représentant
1égal et vise a représenter le parcours et le quotidien de la personne malade afin d’évaluer ses
besoins. Dans ce dossier, le certificat médical est une piece obligatoire. Cependant, il n’est

pas toujours évident de décrire tous les probléemes (de santé ou autres) auxquels sont
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confrontés les patients, ce qui a une incidence sur 1’obtention des droits. L’établissement d’un
diagnostic génétique est un elément objectif qui permet souvent la simplification des dossiers

et une meilleure reconnaissance du handicap.
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IV. Perspectives

Le PFMG 2025, porté¢ par I’Etat, vise a intégrer la médecine génomique dans le
systéme de soins en permettant la généralisation de I’acces au génome. Ainsi, I’exome acteur
incontournable dans la stratégie diagnostique des DI pourrait étre supplanté par le génome
dans les années a venir. Alors que les exons ne représente qu’environ 1.5% du génome, le
séquengage du génome entier permet d’étudier des régions jusque-la inexplorées avec la mise
en évidence de nouveaux mécanismes moléculaires et la détection des variants structuraux. Si
sur le plan technique tout est mis en place avec des capacités de séquengage en augmentation
exponentielle, le challenge de demain sera dans le stockage, et I’interprétation des données.
En effet, nous avons abordé la difficulté d’interprétation de I’exome qui génére environ 50
000 variants. Le génome géneére quant a lui entre 3 et 4 millions de variants. Dans cette masse
d’informations, identifier la variation responsable du phénotype représente un véritable défi.
De plus, en séquencant la totalité du génome, nous augmentons la probabilité de générer des
données non sollicités, sans lien avec le phénotype du patient (données secondaires ou
incidentales). Ces résultats peuvent étre difficiles a gérer pour le clinicien et peuvent étre
anxiogenes pour les familles. Les données incidentes font 1’objet de nombreux débats éthiques
sur la divulgation de ces informations alors que leur impact sur la santé des patients n’est pas
suffisamment établi.

Les techniques de séquencage actuelles sont basées sur des fragments courts rendant
difficile la détection de variants de structure de taille moyenne ou grande. Des technologies
émergentes basées sur I’analyse d’une seule molécule d’ADN de grande taille, permettent de
détecter des variants de structure jusqu’ici inaccessibles (Oxford Nanopore, PacBio, Bionano
genomics). Cependant, ces technologies présentent des inconvénients propres a chacune et
demandent a étre améliorées (taux d’erreur important, débit insuffisant, colts conséquents).

Si le SHD représente une révolution biotechnologique et est un outil précieux dans
I’identification des causes de la DI, il ne représente qu’une des nombreuses techniques
consistant a appréhender la complexité du vivant. En effet, les approches « omiques » définies
comme des techniques a haut débit permettant une analyse simultanée d’un grand nombre de
variable comprennent entre autres : la génomique, 1’épigénomique, la transcriptomique, la
protéomique, la métabolomique... Par ailleurs, au-dela de la représentation linéaire des

molécules d’ADN, de nouvelles technologies visent a établir les interactions entre fragments
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d’ADN et leur implication en pathologie humaine (capture de conformation des chromosomes
ou géenome 3D).

Les technologies sont en constante évolution et se développent tres rapidement.
Cependant, le chemin est encore long avant d’¢élucider la complexité du fonctionnement du
vivant. La génétique meédicale est une discipline fascinante, en plein essor, et est promise a de

nombreuses révolutions futures.
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Titre de Thése : Des variants "perte de fonction" dans ARHGEF9 sont responsables

d'une déficience intellectuelle dominante liée a I'X

RESUME

Le géne ARHGEF9 a été impligué chez des patients atteints de déficience
intellectuelle (DI) liée a I'X. La plupart des individus rapportés sont des garcons
porteurs majoritairement de variations faux-sens hérités de meéres dites
asymptomatiques. Une dizaine de filles ont été décrites, toutes porteuses de
remaniements chromosomiques de novo avec environ la moitié d’entre elles qui
présentaient un biais d’'inactivation de du chromosome X. L’hypothése avancée était
alors celle d’'un mode de transmission récessif lié a I'X.

Nous rapportons trois nouveaux variants « perte de fonction », non hérités, dont un
variant synonyme affectant I'épissage, chez deux filles et un gargon atteints de DI.
Nous suggérons donc que les variants faux-sens sont responsables d’'une DI
récessive liée a I'X, tandis que les variants « perte de fonction » sont responsables
d’'une DI dominante liée a I'’X affectant les garcons et les filles avec ou sans biais

d’inactivation de I'X.
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ARHGEF9, déficience intellectuelle liée a I'X, filles, variant synonyme, variant « perte

de fonction »
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