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Les mutations du gene
NONO sont responsables
d’un nouveau syndrome

de déficience intellectuelle
lié au dysfonctionnement
des synapses inhibitrices

Maéva Langouét!, Dennis Mircsof®3, Marléne Rio!, Jeanne Amiel!,

Steven A. Brown?, Laurence Colleaux?

> Le terme déficience intellectuelle (DI)
ne désigne pas une maladie unique mais
un ensemble de pathologies extréme-
ment hétérogéne ayant en commun un
fonctionnement intellectuel général
inférieur a la moyenne et des limitations
du fonctionnement adaptatif! [13]. La
prévalence de la DI est de 1 % si on ne
considére que les DI sévéres (quotient
intellectuel [Q1] inférieur a 50) et s’éléve
a 2-3 % si I’on inclut les DI légéres (Ql
entre 50 et 70 [1]). De multiples causes,
génétiques et environnementales, ont été
recensées. Cependant, la grande majo-
rité des DI légeres et 40 % des DI séveres
sont aujourd’hui encore inexpliquées.
Ces maladies neuro-développementales
fréquentes et gravement invalidantes
sont responsables de 10 % des dépenses
de santé dans les pays développés, loin
devant le cancer ou les maladies car-
diovasculaires. Il s’agit donc d’un enjeu
scientifique et
médical majeur [2]
(=>).

(=») Voir la Synthese
de S. Harel et S. Jenna,
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! Capacité de s’adapter aux demandes et contraintes de
I’environnement.
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Depuis 5 ans, la révolution génomique a
conduit au développement de nouveaux
outils de séquencage a trés haut débit
et de méthodes permettant de cibler des
régions d’intérét. De nombreuses appli-
cations médicales ont vu le jour depuis
I’avénement de ces nouvelles tech-
niques, qu’elles s’appuient sur I'analyse
d’une sélection de genes spécifiques ou
le re-séquencage’ de ’ensemble des
régions codantes du génome humain
(whole exome sequencing ou WES).
Ces outils ont décuplé nos capacités a
détecter des variations génétiques dans
les génes déja associés a une maladie ou
dans des genes dont le rGle n’était pas
suspecté, offrant une méthode de dia-
gnostic efficace, rapide et économique
des maladies rares. Dans le cadre des DI
syndromiques®, elle permet ainsi d’iden-
tifier une cause génétique chez 50 % des
patients [3].

% Séquencage lorsque la séquence du génome de référence
est déja connue.

% Déficience intellectuelle associée a d’autres symptémes,
physiques, neurologiques et/ou psychiatriques.

Identification d’un nouveau

gene impliqué dans la déficience
intellectuelle : NONO/P54NRB

€n collaboration avec les médecins du
département de génétique de I’hGpital
Necker-Enfants malades, nous avons eu
I"opportunité d’étudier deux patients non
apparentés présentant un phénotype trés
semblable. Ce phénotype est caractérisé
par I'association d’une mégalencépha-
lie*, d’un corps calleux® épais et d’une
DI sévere et est désigné ci-apres sous
le nom de syndrome MCCDI (mégalencé-
phalie/corps calleux/DI). Ces patients
souffrent également d’une hypoplasie
malaire® importante accompagnée de
troubles séveres de I’élocution.

Afin d’identifier le défaut génétique
sous-jacent, nous avons utilisé une
approche de WES et analysé les données
a la recherche de mutations touchant
le méme gene chez les deux patients.
Cette analyse nous a permis d’identifier

4 Augmentation du volume du cerveau.

5 €nsemble de fibres nerveuses reliant les deux hémisphéres
cérébraux.

¢ Développement insuffisant de I’os de la pommette.
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2 mutations nulles’ dans un geéne lié
au chromosome X : NONO (non-POU
domain-containing octamer-binding
protein coding gene)/P54NRB® [4].
Le role du gene NONO dans I’étiologie
de la DI a ensuite été définitivement
démontré par I'identification, au cours
d’une étude britannique, d’un troisieme
patient porteur d’une nouvelle mutation
de ce géne’ et présentant des signes
morphologiques et comportementaux
trés similaires aux deux patients MCCDI
décrits ci-dessus [5].

Avec PSPC1 (paraspeckle component 1)
et SFPQ/PSF (splicing factor proline/
glutamine-rich), NONO appartient & la
famille des protéines DBHS (drosophila
behaviour human splicing). Ces trois
protéines nucléaires forment des homo-
ou hétérodimeres et sont impliquées
dans de nombreux processus liés a la
syntheése et la régulation de I’expression
des ARN messagers [6]. Des travaux
menés sur un modele murin inactivé pour
ce géne (Nono8t) ont de plus suggéré un
role de la protéine NONO dans la régula-
tion du rythme circadien [7].

L'étude de fibroblastes primaires issus
des patients MCCDI a révélé que les deux
mutations identifiées conduisaient a
I’absence totale de protéine NONO. €n
accord avec son implication dans la
régulation de I’expression génique, nous
avons mis en évidence une dérégulation
globale de I'expression des genes dans
ces fibroblastes.

T Mutations rendant un géne non fonctionnel.

8 Plus particuliérement, ces deux mutations sont : ¢.1131G>A
(variation nucléotidique d’une Guanine vers une Adénine
en position 1131 au niveau de la séquence de I’ADN com-
plémentaire [ADNc]) ; p.Ala377Ala (variation d’un acide
aminé Alanine vers le méme acide aminé Alanine en position
377 au niveau de la séquence protéique) touchant une
base essentielle a I'épissage et c¢.1394dup (duplication du
nucléotide en position 1394 au niveau de la séquence de
I’ADNc) ; p.Asn466Lysfs*13 (variation d’un acide aminé
Asparagine vers un acide aminé Lysine en position 466 au
niveau de la séquence protéique, suivie d’un décalage du
cadre de lecture induisant "apparition d’un codon stop aprés
13 acides aminés).

7 ¢.10930>T; p.Arg365* (Cytosine remplacée par Thymine en
position 1093 de ’ADNc ; changement de I’Arginine en posi-
tion 365 en un codon stop).
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Le modéle murin : fidéle

reproduction des anomalies

observées chez les patients

€n collaboration avec I’équipe de Steven
Brown (université de Zurich), nous avons
repris 'analyse du modéle murin (Nono#?)
pour évaluer sa pertinence au regard
du phénotype observé chez les patients.
Nous avons tout d’abord montré que le
modele murin mimait parfaitement plu-
sieurs des signes cliniques observés chez
les patients. En particulier, nous avons
observé chez ces mutants des anoma-
lies cranio-faciales et cérébrales simi-
laires a celles présentes chez les patients.
De méme, la réalisation de divers tests
comportementaux a confirmé I'existence
d’anomalies cognitives et d’'un compor-
tement anxieux.

Enfin, I"analyse transcriptomique
de fibroblastes embryonnaires (MEF,
mouse embryonnic fibroblasts) de sou-
ris mutantes et sauvages, suivie d’une
méta-analyse des données obtenues
chez les souris et chez "homme, ont
montré que des cellules issues de
patients et de souris mutées présen-
taient la méme dérégulation transcrip-
tionnelle globale. Une analyse de clus-
tering (regroupement) hiérarchique a
révélé une séparation des échantillons
en deux groupes, dépendants non pas de
I’espéce mais du statut muté (patient)
ou sauvage (sujet sain). Ce résultat
suggere donc I’existence d’une signature
transcriptomique NONO-dépendante.
’ensemble de ces observations confirme
I’intérét de ce modele murin Nonogt pour
mieux comprendre les mécanismes phy-
siopathologiques responsables du syn-
drome MCCDI, en particulier en étudiant
le role de NONO au niveau du cerveau.

NONO régule ’abondance des ARNm
synaptiques

U'exploration du modéle murin a permis
de mettre en évidence une expression
importante de la protéine NONO dans les
cerveaux des souris sauvages, en parti-
culier au niveau des neurones. Les souris
déficientes pour ce gene montrent une
dérégulation majeure de I’expression

des ARNm localisés au niveau de la
synapse, 30 % des transcrits étant
altérés en I'absence de protéine NONO.
Parmi les ARNm présentant, d’un point
de vue quantitatif, 'anomalie la plus
importante, figure le transcrit Gabra2
codant la sous-unité a2 du récepteur au
GABA, (acide gamma-aminobutyrique).
'anomalie d’expression du géne Gabra?
combinée au phénotype anxieux observé
chez les souris Nono®t nous ont conduit
a émettre I’hypothése que I"absence de
protéine NONO pourrait étre respon-
sable d’une anomalie structurelle ou
fonctionnelle des synapses inhibitrices
GABAergiques.

Anomalie structurelle des synapses
inhibitrices chez les souris Nono®® :

un phénotype réversible in vitro

Pour tester cette hypothese nous avons
analysé par immunohistochimie I'inté-
grité de la structure des synapses inhibi-
trices chez des souris mutantes et sau-
vages. Alors que des marquages utilisant
des anticorps dirigés contre un marqueur
pré-synaptique, le transporteur vésicu-
laire du GABA (VGAT), ne montrent pas
d’anomalie chez les souris mutantes, la
diminution de I'expression de la sous-
unité a2 entraine un nombre réduit de
récepteurs au GABA, a la synapse, ainsi
qu’un défaut de I'intégrité du réseau
de géphyrine, la principale protéine de
I’échafaudage post-synaptique inhibi-
teur (Figure 1) [8-111].

Enfin, en combinant des expériences de
transfection de cultures primaires de
neurones et des expériences d’injection
stéréotaxique!® d’adénovirus au niveau
de I’hippocampe, nous avons démon-
tré que cette anomalie structurelle
des synapses inhibitrices pouvait
étre corrigée par la sur-expression du
gene Gabra2. Ce résultat particuliere-
ment intéressant et prometteur laisse
donc entrevoir de nouvelles pistes
thérapeutiques pour ces patients.

10 g stéréotaxie est une technique permettant de viser une
structure cérébrale de maniére précise, grace a un cadre de
référence et un systeme de coordonnées spatiales.



Contrdle sain

1 VGAT
GABA

» GABARa?
= Géphyrine

Patients MCCID

Figure 1. Modélisation de ’anomalie structurelle des synapses chez les patients MCCDI. Chez

les patients MCCDI, la diminution du nombre de clusters de récepteurs au GABA, au niveau

post-synaptique conduit au démantélement partiel du réseau de géphyrine tapissant la paroi

de la membrane, sans affecter la membrane pré-synaptique, entrainant vraisemblablement un

déséquilibre entre neurotransmission excitatrice et inhibitrice. MCCDI : mégalencéphalie/corps

calleux/déficience intellectuelle ; GABA : acide gamma-aminobutyrique ; vGAT : transporteur
vésiculaire du GABA ; GABAROL2 : sous-unité a2 du récepteur du GABA,.

Anomalie des synapses

GABAergiques et pathologies
neurodéveloppementales :

des pistes thérapeutiques

Le GABA est le principal neurotrans-
metteur inhibiteur du systéme nerveux
central chez les mammiferes. L'équilibre
dynamique entre excitation et inhibi-
tion des signaux synaptiques est crucial
pour le bon fonctionnement des circuits
neuronaux. Nous proposons donc que
le phénotype cognitif observé chez nos
patients soit en partie la conséquence
d’un déséquilibre entre excitation et
inhibition.

Depuis plusieurs années, de nombreux
laboratoires ont testé diverses molécules
modulant la transmission GABAergique
sur des modeles cellulaires et animaux
de nombreuses maladies neurodévelop-
pementales liées a une dérégulation de
la transmission GABAergique, telles que
les syndromes de I’X fragile!!, de Rett!?,
de Down'3, de Tourette!*, les troubles du

1 Maladie génétique causée par une mutation sur le chro-
mosome X et associée a un déficit intellectuel.

12 |e syndrome de Rett est une maladie génétique définie
par un trouble grave et global du développement du systeme
nerveux central.

1 Trisomie 21.

1 Le syndrome de Gilles de la Tourette est une maladie neu-
rologique a composante génétique caractérisée notamment
par des tics involontaires.

m/s n® 6-7, vol. 32, juin-juillet 2016

spectre autistique, la schizophrénie ou
la neurofibromatose!®.

Certaines de ces molécules font déja I’ob-
jet d’essais cliniques. C'est le cas du trai-
tement a la bumétanide, testé chez les
patients atteints d’un syndrome de I’X fra-
gile ou de troubles du spectre autistique,
qui permet une amélioration des scores
autistiques et intellectuels. Le ganaxolone,
un neurostéroide capable de stimuler les
récepteurs GABA, est actuellement testé
en phase 2 d’un essai clinique regroupant
des enfants atteints du syndrome de I’X
fragile, faisant suite aux résultats encou-
rageants obtenus chez la souris [12].
Compte tenu des observations faites sur le
modele murin Nono#, il serait intéressant
de tester de telles molécules stimulatrices
des récepteurs GABA chez ces souris.

€n conclusion

Notre travail a permis d’identifier un
nouveau syndrome, MCCDI, cliniquement
reconnaissable et lié a des mutations
du gene NONO. Il s’agit de la premiere
démonstration du rdle des protéines de
la famille DBHS dans le développement
du systeme nerveux central. Les travaux
menés dans les cellules de patients et

15 Maladie génétique touchant principalement la peau
(taches cutanées) et le systéme nerveux (tumeurs bégnines
des nerfs périphériques).

les souris Nono#t ont permis une avancée
majeure dans la compréhension de la
physiopathologie de cette maladie. Enfin,
nos résultats suggerent que le syndrome
MCCDI est une nouvelle maladie neuro-
développementale liée au dysfonction-
nement du systeme GABAergique, ouvrant
ainsi la voie a de nouvelles approches
thérapeutiques visant a corriger les ano-
malies de neurotransmission inhibitrice
observées chez ces malades. ¢
Mutations in NONO lead to syndromic
intellectual disability and inhibitory
synaptic defects
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