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Patrick,

Ce travail est I'occasion pour moi de te remercier pour la formation de généticien que tu m’as
donnée. Tu m’as enseigné l'importance d’une vision englobant les différents aspects de notre
spécialité (clinique, moléculaire et chromosomique) ainsi que les aspects éthiques et sociétaux
indissociables de notre métier. Tu m’as appris a réfléchir aux implications potentielles de chaque
analyse prescrite et a réfléchir aux bénéfices, mais aussi aux limites et aux conséquences éventuelles
de celles-ci. Merci également de m’avoir fait confiance et de m’avoir ainsi permis rapidement de
m’autonomiser que ce soit dans le cadre de la génétique clinique, du laboratoire hospitalier ou du
laboratoire de recherche. J'ai ainsi pu apprendre a développer des projets tout en sachant pouvoir
compter sur tes conseils en cas de doute ou difficulté.

Je te suis reconnaissant pour tout cela.






























PRESENTATION GENERALE

Les anophtalmies et microphtalmies (AM) sont les plus sévéres des malformations de I'ceil. Leur
incidence est estimée entre 1 sur 5000 et 1 sur 10000 naissances'. La microphtalmie est définie par
une diminution de la longueur axiale de I'ceil inférieure a -2 déviations standard (19 mm a un an et 21

2 . . N
*3, 'anophtalmie par une absence de structure oculaire. Les AM peuvent &tre

mm a I'dge adulte)
isolées, associées a d’autres malformations oculaires (AM complexes), et parfois a une déficience
intellectuelle, ou a des malformations d’organes (AM syndromiques). Ces malformations oculaires
sont une cause importante de malvoyance et la prévalence des AM chez les aveugles est estimée

entre 3,2 % et 11,2 %",

Bien que certaines causes environnementales soient connues pour étre impliquées dans les AM
(rubéole, acide rétinoique, thalidomide, alcool...) elles ne rendent compte que d’une minorité des
AM. Les causes génétiques sont prépondérantes, et le risque de récurrence d’AM dans la fratrie d’un
cas index est estimé entre 10 % et 15 %. Des mutations dans plusieurs genes ont été décrites dans
ces anomalies du développement oculaire. Différentes voies métaboliques ont ainsi été impliquées,
mais les principaux genes codent pour des facteurs de transcription (PAX6, SOX2, OTX2, RAX,
VSX2/CHX10 et FOXE3). Tous ces genes sont fortement conservés au cours de I'évolution et jouent
un role dans le développement des yeux et de la téte, méme chez les invertébrés. Des mutations du
gene SOX2 expliquent 10 a 20 % des AM™ °, alors que les autres génes ne sont impliqués que
beaucoup plus rarement. Notre laboratoire hospitalier s’est spécialisé dans le diagnostic moléculaire
des anomalies du développement embryonnaire oculaire, et j'ai participé pendant ma formation
médicale a mettre au point les analyses moléculaires de plusieurs des genes d’AM et a analyser des
patients. Mon travail de thése a consisté pour partie a analyser les résultats moléculaires obtenus
dans une cohorte de 150 patients atteints d’AM. Ceci nous a permis de préciser la fréquence de

I'implication de chaque géne et d’analyser les phénotypes associés.

A partir de deux familles particuliéres, nous avons pu explorer plus précisément les phénotypes liés

aux mutations des genes OTX2 et STRAG6 :

- nous avons, en effet, observé la présence de patients présentant un défaut sévere du
développement de la machoire inférieure (agnathie ou otocéphalie) dans une famille ou une
mutation du gene OTX2 avait été identifiée chez plusieurs membres atteints d’AM. Nous
avons pu recruter, en collaboration avec le Pr Ethylin Jabs (New York, USA), d’autres patients
otocéphales et confirmer I'implication du géne OTX2 chez certains. Nous avons de plus
essayé de comprendre, en collaboration avec I'équipe du Pr. Nicholas Katsanis et du Dr. Erica

Davis (Université de Duke, Durham, USA), les facteurs pouvant expliquer ces variations
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phénotypiques intra familiales et avons apporté des arguments pour un modele de génes
modificateurs.

- Les mutations du géne STRA6 ont été impliquées dans une AM syndromique, le syndrome de
Matthew-Wood (ou PDAC pour Pulmonary, Diaphragmatic, Anophthalmia, Cardiac). Nous
avons pu montrer que ce géne pouvait étre a I'origine d’un spectre phénotypique plus large
allant du syndrome de Matthew-Wood a une atteinte oculaire isolée. Nous avons
spécifiqguement étudié I'implication de ce géne dans les différentes présentations cliniques

dans un projet collaboratif avec le Dr. Nicola Ragge (Oxford, UK).

Malgré des analyses moléculaires poussées, aucune cause génétique ne peut étre identifiée chez plus
de 3/4 des patients avec AM. L’hétérogénéité génétique déja mise en évidence indique que seule
une partie (probablement petite) des genes d’AM avait été identifiée et que d’autres génes d’AM
restaient donc a découvrir. Pour identifier ces genes, nous avons décidé de mener en paralléle

plusieurs approches :

- Le séquencage de génes et régions candidates

- Llidentification de genes candidats par recherche de réarrangement chromosomique en
CGH-array

- Llidentification de génes candidats par une approche plus fondamentale visant a identifier les
cibles des facteurs de transcription majeurs déja impliqués dans les AM (SOX2, OTX2, RAX et
PAX6)

Grace au développement des techniques de séquencage haut débit, nous avons pu séquencer un
total de 407 genes candidats (fonctionnels, positionnels, ou cible d’un des 4 facteurs de transcription

étudiés). Cette analyse nous a permis d’identifier un 2°™

géne majeur impliqué dans les défauts du
développement oculaire, le géne PTCH1. Le caractére délétere des mutations identifiées dans notre
cohorte a pu étre confirmé sur un modele de poisson zebre (Danio rerio) grace a une collaboration
entreprise avec le Dr. Erica Davis (Université de Duke, Durham, USA). L'implication de ce géne est
particulierement intéressante car elle permet de confirmer un faisceau d’éléments qui laissait
suspecter l'implication importante de la voie SHH dans le développement oculaire. Cette analyse a

également pointé d’autres genes dont I'implication dans les défauts du développement

embryonnaire oculaires reste a démontrer.

Enfin, nous avons participé, dans le cadre de projets collaboratifs a I'identification de nouveaux génes

impliqués dans des AM isolées (TMX3) ou syndromiques (ALDH1A3, RARB).



Nous avons initié plus récemment un nouveau projet collaboratif avec le Dr. Nicola Ragge (Oxford,

UK) et avons étudié par séquencage d’exome 24 patients atteints d’AM (12 trio chez des cas

sporadiques et 12 patients issus de parents apparentés). D’autres projets collaboratifs similaires

(utilisant le séquencage haut débit) ont également été entrepris pour identifier des genes impliqués

dans des anomalies du développement oculaire isolées (anomalies de la chambre antérieure) ou

syndromiques (microphtalmie de Lenz, syndrome de Gillespie, syndrome PDAC).

Afin de bien montrer la diversité des différentes approches employées, j'ai décidé de subdiviser cet

exposé en 6 grandes parties :

1-

Une introduction a I'anatomie de I'ceil, a son embryologie, a la génétique des AM et une
description des 4 facteurs de transcription sélectionnés pour notre approche expérimentale.
La présentation des résultats obtenus par analyse des génes d’AM précédemment identifiés
dans notre cohorte de 150 patients souffrant d’AM

Une description plus spécifique des phénotypes associés aux mutations des génes OTX2 et
STRA6

La recherche de nouveaux genes d’AM avec la description des différentes stratégies utilisées
en paralléle. Un sous chapitre sera dédié a chaque approche méthodologique.

Un exposé des travaux collaboratifs finalisés

Une discussion générale récapitulant les principaux résultats et soulignant le lien entre ces

différents chapitres. Il y sera associé une partie sur les perspectives de poursuivre ce travail.
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INTRODUCTION
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I-1 : Anatomie de I'ceil
Introduction

L'ceil est I'organe de la vision. Il permet de capter la lumiére pour I'analyser et interagir avec
I'environnement. C'est est un organe complexe comprenant des structures aux fonctions tres
différentes. Ces structures assurent une fonction de protection (sclérotique), de réfraction (cornée,
cristallin), d’accommodation (le cristallin et ses annexes), de diaphragme (iris et pupille) et de
réception et transmission de l'image (rétine) vers les structures cérébrales au travers du nerf

optique.

Anatomie de I'ceil

L'ceil humain est constitué d’un globe oculaire, formé de 3 enveloppes (de I'extérieur vers
I'intérieur): la scléro-cornée, I'uvée (iris, corps ciliaire et choroide), et la rétine. Il est divisé en deux

parties situées de part et d’autre du cristallin : le segment antérieur et le segment postérieur (Fig. 1).

Figure 1: Anatomie de Peeil.!

Les différentes structures oculaires sont indiquées. Le segment antérieur comprend I’"humeur aqueuse, l'iris et
la pupille, la cornée et le cristallin. Le segment postérieur comprend I’"humeur vitrée et la rétine.

! http://tpeveil.e-monsite.com/medias/images/anatomie-oeil-1.jpg
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1. Le segment antérieur

a. Lacornée

La cornée prolonge la sclérotique dans sa partie antérieure. Il s’agit d’un tissu conjonctif transparent

recouvrant en avant la pupille et l'iris. Elle a un réle de dioptre convergent.

La cornée se compose de 5 couches qui sont de I'extérieur vers I'intérieur :

- Un épithélium cornéen qui joue un role de barriere avec le milieu extérieur. Il s’agit d’un
épithélium pavimenteux stratifié non kératinisé, qui repose sur une membrane basale. Sa
surface apicale, tapissée de microplis retient un film aqueux de larmes humidifiant en
permanence la cornée.

- La membrane de Bowman située entre la membrane basale épithéliale et le stroma.

- Le stroma cornéen, collagéne et dense. Il occupe plus de 90 % de la cornée. Il est limité en

avant par la membrane de Bowman et en arriére par la membrane de Descemet. Les

microfibrilles de collagéne sont groupées en lamelles empilées parallelement, entre
lesquelles se disposent les fibroblastes du stroma, ou kératocytes. D’une lamelle a I'autre,
I'orientation des microfibrilles est différente. Les microfibrilles ont toutes le méme diamétre,
et leur indice de réfraction est identique a celui de la substance fondamentale, conditions
essentielles au maintien de la transparence de la cornée.

- La membrane de Descemet, membrane basale épaissie de I'endothélium cornéen.

- L’endothélium cornéen, pavimenteux simple.

b. Liris

L'iris a une forme de disque perforé en son centre par la pupille. Le stroma irien est formé de tissu

conjonctif qui prolonge le stroma du corps ciliaire. On trouve dans ce stroma

- deux muscles lisses responsables des variations du diametre de la pupille : le dilatateur et le
constricteur de la pupille.

- des cellules pigmentaires responsables des différences de couleur des yeux.

La face postérieure du stroma irien est revétue par un épithélium bistratifié poursuivant I'épithélium

des procés ciliaires qui prolonge la rétine (Fig. 2).
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Figure 2: Coupe histologique d’un ceil.2

(a) Les différentes structures de la chambre antérieure sont visibles et indiquées sur la coupe histologique. (b)
Agrandissement au niveau du corps ciliaire. On remarque la continuité entre le stroma irien et le stroma du
corps ciliaire et entre I'épithélium postérieur des procés ciliaire et celui de l'iris. Les ligaments suspenseurs liant
le cristallin au corps ciliaire sont également visibles.

c. Lapupille

La pupille est I'ouverture dans l'iris qui a un réle de diaphragme : elle module la quantité de lumiére

pénétrant dans I'ceil qui atteindra la rétine.
d. Lecristallin

C’est la structure postérieure du segment antérieur de I'ceil. De forme d’une lentille biconvexe, il
assure une fonction d’accommodation. Le cristallin est un massif épithélial transparent, non
vascularisé. Ce massif épithélial est constitué de cellules dont le noyau a disparu et contenant des
protéines spécifiques (cristallines) dont la fonction est d’assurer la transparence du cristallin et
d’absorber les UV pour protéger la rétine. Les cellules cristalliniennes sont tassées les unes contre les
autres avec un grand axe grossierement antéro-postérieur. Le cristallin est relié par les ligaments
suspenseurs du cristallin au corps ciliaire. Celui-ci, par le jeu de la contraction des muscles ciliaires
contenus dans son stroma conjonctif, peut ainsi modifier la forme du cristallin et permettre

I’'accommodation a la distance (Fig. 2).
e. Les proces ciliaires

Ce sont des franges formées d’un axe conjonctif riche en vaisseaux et revétu d’un épithélium cubique

bistratifié. Cet épithélium est le prolongement vers I'avant de la rétine. Les proceés ciliaires sécretent

? Adaptée de http://www.siumed.edu/~dking2/ssb/
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I’'hnumeur aqueuse qui assure la nutrition de la cornée, de l'iris et du cristallin. L’humeur aqueuse est

drainée au niveau de I'angle irido-cornéen.

2. Le segment postérieur

Le segment postérieur de I'ceil est limité en avant par le cristallin et en arriere par la rétine. Il

contient un gel transparent, ’humeur vitrée.
a. L’humeur vitrée

C’est un milieu gélatineux transparent, fait d’eau a 90 %, de glycosaminoglycanes et de collagene. Il
assure un réle de maintien de la rétine contre la paroi de I'ceil, ainsi qu’un réle de réservoir de

facteurs trophiques pour le cristallin et la rétine.
b. Larétine
La rétine est composée de deux feuillets : I'épithélium pigmentaire rétinien (RPE) et la neurorétine :

- Le RPE est formé par un épithélium simple, fait de cellules pavimenteuses, hexagonales,
synthétisant de la mélanine. La face apicale de ces cellules présente des expansions qui
enveloppent le segment externe des photorécepteurs. Le bon fonctionnement du RPE est
essentiel pour lintégrité de la neurorétine (réle dans le renouvellement des
photorécepteurs, dans le renouvellement de la rhodopsine et des pigments, dans le
transport transépithélial, absorption des photons n’ayant pas interagi avec les
photopigments, sécrétion de facteurs de croissance ou d'immunomodulateurs...). La face
basale du RPE repose sur la membrane de Briich qui réunit la choroide a la rétine.

- La neurorétine constitue un récepteur des signaux lumineux (photons). Elle les capte et les
transforme en signaux électro-chimiques grace a des photorécepteurs : cones (vision diurne
et colorée) et batonnets (vision crépusculaire et nocturne en noir et blanc). Ces signaux
électro-chimiques sont alors envoyés vers les aires visuelles cérébrales par le nerf optique

apres transduction du signal au travers des différentes couches de la neurorétine.

Histologiquement la rétine est composée de 10 couches (Figure 3) listées ci-dessous de |'extérieur

vers l'intérieur :

- Epithélium pigmentaire rétinien
- Segments externes des photorécepteurs

- Membrane limitante externe
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- Couche granulaire externe (contient les corps cellulaires des photorécepteurs)

- Couche plexiforme externe (contient les connexions entre les cellules des couches granulaires
externe et interne)

- Couche granulaire interne (contient les corps cellulaires des cellules bipolaires)

- Couche plexiforme interne (contient les connexions entre les cellules de la couche granulaire
interne et les cellules de la couche ganglionnaire)

- Couche ganglionnaire (contient les corps cellulaires des cellules ganglionnaires)

- Couche des fibres optiques (contient les axones des cellules ganglionnaires qui convergent
vers la papille pour rejoindre le nerf optique. Les vaisseaux artériels et veineux sont
également situés au sein de cette couche)

- Membrane limitante interne

En plus de cette organisation générale, il faut signaler la présence de deux zones particulieres dans la
rétine, la papille optique et la macula. La papille, ou téte du nerf optique, correspond a la zone ou
convergent les fibres optiques issues des cellules ganglionnaires. Cette zone est dépourvue de
cellules photoréceptrices et est donc une zone "aveugle". La macula, ou rétine centrale, correspond
au point d’intersection avec I'axe visuel. Au centre de la macula, dans la fovea, la rétine est amincie

et composée uniquement de cones, permettant une meilleure résolution optique.
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Figure 3: Les différentes couches de la rétine.?

Coupe histologique d’une rétine. Les différentes couches indiquées sur la figure: épithélium pigmentaire
rétinien (a), prolongements sensoriels des cellules photoréceptrices (b), la membrane limitante externe (c), la
couche granulaire externe (d), la couche plexiforme externe (e), la couche granulaire interne (f), la couche
plexiforme interne (g), la couche ganglionnaire (h) et la couche des fibres optiques (i).

3. Les tuniques de I'ceil

a. Lasclérotique

La sclérotique est la membrane la plus extérieure de I'ceil. Elle est trés résistante et permet de
contenir la pression interne de I'ceil et de protéger celui-ci contre les agressions mécaniques. Elle se

prolonge en avant par la cornée (Figure 1).
b. La choroide

La choroide est une mince couche de tissu conjonctif lache contenant de nombreux vaisseaux
sanguins et des nerfs. C’est la couche de la paroi du globe oculaire située entre la sclérotique a

I’extérieur, et la rétine a I'intérieur. De la partie externe a la partie interne, on distingue 3 couches :

- Couche des vaisseaux (contenant artéres et veines)

- Couche choriocapillaire (contenant un important réseau capillaire dépendant des vaisseaux
de la couche précédente)

- Membrane de Briich (mince couche de microfibrilles collagenes et élastiques recouverte d’un
coté par la membrane basale des capillaires de la couche choriocapillaire et de 'autre par la

membrane basale de I'épithélium pigmentaire de la rétine)

* Adaptée de http://sciences.exp.free.fr/cours/cours_svt/premiere_es_|/representation-visuelle/images/couperetine.jpg
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I-2 : Embryologie de I'ceil

Introduction

eme

Les yeux se forment dés la 4

semaine du développement. Il s’agit d’'un organe complexe d’origine

embryologique variée. L'ébauche neurale (vésicules optiques) dérivée du cerveau antérieur forme la

rétine et I'’ébauche ectodermique (placodes optiques) est a l'origine du cristallin. Les autres

structures de I'ceil dérivent du mésenchyme environnant, colonisés par la créte neurale. L'origine

embryologique des différentes structures oculaires est résumée dans le tableau 1. Les principales

étapes du développement oculaire sont décrites dans le tableau 2.

Tableau 1: Origine embryologique des différentes structures oculaires

Origine Embryologique

Structures Oculaires

Neurectoderme

Neurorétine
Epithélium pigmenté rétinien
Epithélium irien
Epithélium des corps ciliaires
Nerf optique

Créte neurales

Endothélium cornéen
Trabéculum
Stroma de la cornée, de I'iris et des corps ciliaires
Muscle ciliaire

Choroide et sclérotique
Cellules musculaires lisses

Gaine du nerf optique
Os et cartilage de I'orbite

Tissu conjonctif des muscles extrinseques
Vitré secondaire

Ectoderme de surface

Epithélium de la cornée et de la conjonctive
Cristallin
Glandes lacrymales
Epiderme des paupiéres
Cils
Epithélium des glandes annexes
Epithélium du canal nasolacrimal

Mésoderme

Cellules musculaires extraoculaires
Endothélium vasculaire
Endothélium du canal de Schlemm
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Les étapes précoces du développement oculaire
- Premieres ébauches

L’ébauche des yeux apparait vers le 22°™ jour de développement. Deux sillons, les gouttiéres
optiques, se dessinent de part et d’autre de la ligne médiane sur I'extrémité encore ouverte du
cerveau antérieur (Figures 4 et 5). Lors de la fermeture du tube neural, le développement du cerveau

antérieur va placer les gouttiéres optiques au niveau du diencéphale.

Figure 4: Vue générale d’un embryon de 23 jours.”

Les premieres ébauches oculaires (gouttiéres optiques) apparaissent sur la face interne du cerveau antérieur.

Figure 5: Formation des gouttiéres optiques.5 ¢

Apparition des premieres ébauches oculaires (gouttieres optiques) au niveau du cerveau antérieur.
Représentations schématique (a) et en microscopie électronique (b,c) chez un embryon de souris au 8eme jour
(E8, équivalent de 4 semaines chez I’'homme).

4 http://www.oculist.net/downaton502/prof/ebook/duanes/pages/v7/v7c002.html#tl
> Les figures 5, 6,7, 9 et 10 sont adaptées de Graw J. Nat Reviews Genetics 2003 et
http://www.oculist.net/downaton502/prof/ebook/duanes/pages/v7/v7c002.html#t1
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- Lesvésicules optiques et cristalliniennes

A partir du 24°™ jour, avec la fermeture du tube neural, les gouttiéres optiques vont
progressivement s’élargir et s’éloigner du systeme nerveux central pour former les vésicules optiques
(Figure 6). Entre les vésicules optiques et le diencéphale se développe le pédicule optique. Les
vésicules optiques se développent vers |'ectoderme de surface, et le contact entre ces deux

structures va entrainer I'apparition d’un épaississement de |'ectoderme de surface qui correspond a

eme

la formation des placodes cristalliniennes (27 jour). Les placodes cristalliniennes vont

eme

secondairement s’invaginer pour former les vésicules cristalliniennes (29" jour) (Figure 7).

Figure 6: Les vésicules optiques.

L’élargissement des gouttieres optiques et leur éloignement du diencéphale entraine 'apparition des vésicules
optiques. Représentations schématique (a) et en microscopie électronique (b,c) chez un embryon de souris a
un développement équivalent de la fin de la 4°™ semaine chez 'lhomme.

Figure 7: Les placodes cristalliniennes.

Au contact des vésicules optiques et de I'ectoderme de surface, ce dernier va s’épaissir pour former les
placodes cristalliniennes qui vont secondairement s’invaginer pour former les vésicules cristalliniennes.
Représentations schématique (a) et en microscopie électronique (b,c) chez un embryon de souris a un
développement équivalent du début de la 5°™ semaine chez ’lhomme.
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Devenir des vésicules optiques et cristalliniennes

Les vésicules optiques et cristalliniennes vont subir des transformations qui vont permettre la

différentiation de la rétine et du cristallin. Les principales étapes de ces transformations sont

résumées dans la figure 8.

visicule

visicule uptique
optique placolde
placode cristallinicnne
cristallinicane
neuroderme () (2)
futur nerf
tractus optique

optique couche pigmentaire
rétine
couche neurale
vesicule
eristallinicnne
future
cornée

cristallin

cornée

espace

e intrarétinicn

COrps

)

0

witre

Figure 8: Les grandes étapes du développement oculaire.®

Sous I'action de signaux provenant des vésicules optiques, I'ectoderme de surface s’épaissi puis s’invagine pour
former les vésicules cristalliniennes qui vont se détacher progressivement de I'ectoderme de surface et
donneront naissance au cristallin. Les vésicules optiques s’invagineront également et formeront
secondairement la rétine. Représentations schématique (a) et coupes histologiques correspondantes (b) chez

un embryon humain.

® (a) http://legacy.futura-sciences.com/uploads/tx_oxcsfutura/comprendre/d/images/667/vision_038big.jpg
(b) adapté de http://www.oculist.net/downaton502/prof/ebook/duanes/pages/v7/v7c015.html
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- Devenir des vésicules cristalliniennes

La vésicule cristallinienne va progressivement (entre le 33°™ et le 36°™ jour de développement) se
détacher de I'ectoderme de surface pour former une structure arrondie qui se différentiera en

cristallin (Figures 8 et 9). L'ectoderme de surface reformé donnera secondairement la cornée.

Figure 9: Formation des vésicules cristalliniennes.

Les vésicules cristalliniennes qui donneront naissance au cristallin se détachent progressivement de
I’ectoderme de surface. Représentations schématique (a) et en microscopie électronique (b) chez un embryon
de souris.

La différentiation de la vésicule cristallinienne en cristallin nécessite des changements de forme et de
composition afin de permettre la formation d’une structure transparente (Figure 10). Ces

eme

changements débutent au 37°™ jour du développement. Les cellules de la face postérieure de la
vésicule cristallinienne vont s’allonger pour former les fibres cristalliniennes primaires. Ces cellules
vont sécréter des protéines spécifiques, les cristallines, et perdre leur noyaux. Les cellules de la paroi
antérieure de la vésicule cristallinienne constituent un épithélium germinatif qui continue a se
diviser. Ces cellules vont donner naissance aux fibres cristalliniennes secondaires qui vont former des

couches concentriques autour des fibres primaires.
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Figure 10: Différentiation du cristallin.

Vue schématique (a) et en microscopie électronique (b) chez un embryon de souris de la formation des fibres
cristalliniennes. Ces cellules, allongées, orientées dans un sens antéro postérieur deviennent transparentes
grace a la perte de leur noyaux et a la production de protéines spécifiques.

- Devenir des vésicules optiques

Au fur et a mesure de la formation de la placode puis vésicule cristallinienne, la vésicule optique

eme

s’aplatit et finalement devient concave pour former la cupule optique (a partir du 29°™ jour du
développement). Les deux feuillets de la cupule optique séparés par une cavité primitive rétinienne
vont progressivement s’accoler au cours de I'invagination et la cavité va devenir virtuelle (Figures 8 et
11). Le feuillet le plus externe va se différentier en épithélium rétinien pigmentaire, tandis que le
feuillet interne va se différentier en neurorétine. A la jonction entre ces deux feuillets se formera l'iris

et le corps ciliaire.
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Figure 11: Mise en place de la rétine.’

Coupes en microscopie électronique d’embryon de souris a E9.5 (a) et E10.5 (b). Les vues de I'embryon entier
montrent les plans de coupe. Certaines structures ont été colorées : futur hypothalamus (en bleu), pédicule
optique (en jaune), neurorétine (en vert) et épithélium rétinien pigmentaire (en rouge).

La cupule optique s’invagine en s’enroulant autour de l'artére hyaloidienne, laissant ainsi une
ouverture inférieure sur la face ventrale de la cupule optique et du pédicule optique, la fente
colobomique. Progressivement, les deux lévres de la fente colobomique vont se rapprocher et

7eme

fusionner au cours de la semaine de développement. L'artére hyaloidienne initialement

présente dans le vitré va disparaitre au cours de ce processus (Figure 12).

7http://www.google.fr/imgres?’imgu rl=http://www.unc.edu/~pevny/Langer3.jpg&imgrefurl=http://www.unc.edu/~pevny/I
anger.html&usg=__ ETYNG2MBDJqo2xnxAD68330T0o5s=&h=575&w=527&sz=256&hl=fr&start=6&zoom=1&tbnid=IHSycmYe
NH7BZM:&tbnh=134&tbnw=123&ei=K9cmUqislsLW0QXrgoCQDg&prev=/images%3Fq%3Ddevelopment%2Beye%2Belectro
nic%2Bmicroscopy%26h|%3Dfr%26gbv%3D2%26tbm%3Disch&itbs=1&sa=X&ved=0CDgQrQMwBQ
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Figure 12: Fermeture de la fente colobomique.8

Représentation schématique de la progression de I'invagination de la cupule optique a partir de la vésicule

. . . eme eme .
optique et de la fermeture progressive de la fente colobomique entre la 5 et 7 semaine de
développement.

Les autres structures oculaires

La différentiation des autres structures oculaires (chambre antérieure, sclérotique et choroide) vont
étre sous l'influence notamment de la migration des crétes neurales au cours de trois vagues

successives.
- Chambre antérieure

Les structures de la chambre antérieure (cornée, iris, corps ciliaires, et a sa partie postérieure le
cristallin) sont issues de cellules issus de I'ectoderme de surface, du neurectoderme et de la créte

neurale (Figure 13).

® Adaptée de http://www.ehd.org/developmental-stages/stage18.php
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Figure 13: Origine embryologique des structures de la chambre antérieure.’”’

Représentation schématique de la chambre antérieure. Sur la droite de la figure, les couleurs indiquent les
différentes origines embryologiques. La cornée a un épithélium de surface (Cep) d’origine ectodermique, un
stroma (Cstr, Cen) et un endothélium issus de la créte neurale. Les structures de I'angle irido-cornéen ainsi que
le stroma de I'iris (Iris S) et des corps ciliés (CB) sont issus de la créte neurale. L’épithélium irien, ainsi que celui
des corps ciliés et les proces ciliaires (Cp) sont d’origine neurectodermique. Le cristallin (L) a une origine
ectodermique.

Cornée et angle irido-cornéen

L'épithélium pigmentaire de la cornée (couche externe) se différentie a partir de I'ectoderme de
surface sous l'induction de signaux provenant du cristallin. Le cristallin sécréte également les
constituants du stroma primaire acellulaire de la cornée qui va permettre la migration de la créte
neurale et la constitution du stroma cornéen (deux premiéres vagues de migration). Enfin, la cornée
est délimitée en interne par un endothélium lui aussi issue de la différentiation de la créte neurale

(Figure 13).

Les crétes neurales de la premiere vague de migration situées dans la partie postérieure et
périphérique de la cornée se différentient en angle irido-cornéen, trabéculum et en canal de

Schlemm.

?|drees F et al. Survey Of Ophthalmology 2006
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Iris et corps ciliés

La troisieme vague de cellules originaires des crétes neurales migre entre I'endothélium cornéen en
avant et le cristallin en arriere pour former les stromas irien et des corps ciliés. A la partie postérieure
des stromas irien et des corps ciliés se différentie un épithélium originaire du neurectoderme (Figure

13).

- Sclérotique et choroide

La sclérotique et la choroide dérivent du mésenchyme entourant la cupule optique formé par les
crétes neurales. A partir de ce mésenchyme péri-oculaire s’individualisent deux couches. L'une est
située contre I'épithélium pigmentaire rétinien et va former la choroide et le stroma irien. La
choroide est richement vascularisée et contient des mélanocytes. La seconde couche, plus externe,
et riche en fibre de collagene et va former la sclérotique prolongée en avant pat le stroma cornéen et

en arriere par la gaine du nerf optique.
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Tableau 2: Récapitulatif des principales étapes du développement embryonnaire de I’ceil humain.
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I-3 : Génétique des AM
Introduction

Les microphtalmies et anophtalmies correspondent respectivement a une réduction de taille ou une
absence de globe oculaire. Ce sont les malformations les plus séveres du développement
embryonnaire oculaire. C'est sur ces malformations oculaires séveres qu’a porté I'essentiel de mon
travail de thése. Ce chapitre a pour but de bien définir ces malformations, certains éléments
épidémiologiques (fréquence, malformations associées), et de discuter les différentes étiologies. Une
grande partie de ce chapitre sera consacré a une revue des bases moléculaires connues dans ces
malformations oculaires. Ce chapitre sera cl6turé par une bréve discussion sur la prise en charge de

ces patients et le conseil génétique.

Définition

L’anophtalmie correspond a une absence de structure oculaire dans I'orbite (anophtalmie vrai). Ce
diagnostic ne pourrait étre porté que par une analyse histologique. En pratique, ce terme
d’anophtalmie est utilisé en pratique devant I'absence de structure oculaire lors de I'examen
clinique. On parle alors d’anophtalmie clinique. La microphtalmie correspond a un ceil de petite taille
(inférieur a deux déviations standards par rapport a une population du méme age). Cela correspond
a une longueur axiale de I'ceil <16 mm a la naissance, <19 mm a un an et <21 mm chez I'adulte??. La
microphtalmie peut étre associée a d’autres malformations oculaires (dysgénésie du segment
antérieur et/ou postérieur). On parle alors de microphtalmie complexe par opposition a la
microphtalmie simple ou la microphtalmie n’est pas associée & d’autre malformation oculaire®. La
microphtalmie colobomateuse associe une anomalie de fermeture de la fente colobomique a la
microphtalmie. Les AM peuvent étre des AM isolées ou associées a d’autres malformations d’organes
(AM syndromiques). Quelques exemples de présentations cliniques d’AM sont montrés figure 14. La
nanophtalmie est une forme particuliere de microphtalmie: elle est sévére et associée a une
microcornée, une hypermétropie forte et fréquemment un glaucome. La microphtalmie postérieure

est une microphtalmie ne touchant que le segment postérieur de I'ceil.
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Figure 14: Exemples d’atteintes oculaires de patients AM.

Présence d’une AM (A-F, H-J) ou unilatérale (G). Les patients B et D portent des protheses. Une sclérocornée
est présente chez J.

Les mécanismes physiopathologiques a 'origine des AM restent mal connus. |l a été proposé que les
AM pourraient résulter d’'un défaut d’induction au niveau de tube neural primitif ou des gouttiéres
optiques®. Secondairement a été suggéré la possibilité d’une régression secondaire d’une structure
oculaire en formation, hypothése expliquant ainsi la présence parfois retrouvée de nerfs optiques ou

reliquats rétiniens retrouvés lors de I’analyse histologique sur des anophtalmies®.

Epidémiologie

Plusieurs études épidémiologiques ont essayé de définir la prévalence des AM. La plupart se basant
sur les registres nationaux de malformations donnent une incidence des AM autour de 1 pour
10.000'*®, les chiffres variant entre 0.3 et 2 pour 10.000™ *®. Des malformations d’autres organes

17, 18

sont présentes dans 33 a 93 % des AM . Les associations malformatives les plus fréquemment
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décrites dans une étude récente®® sont représentées figure 15. Un retard des acquisitions est présent

chez 20 % des enfants présentant une AM et/ou un colobome™.

Figure 15: Fréquence des malformations identifiées chez les patients avec AM et/ou colobomes.

Les malformations identifiées chez de patients avec AM et/ou colobome (n=137) dépistés au Royaume Uni sur
une période de 18 mois. ™

Etiologies

Les étiologies des AM sont diverses et comprennent des causes environnementales,
chromosomiques et géniques. A partir d’'une population de plus de 1 million de personne, avaient
identifiés 240 patients AM, et avaient estimés que 16 % des AM étaient liés a une cause
monogénique, 22 % a une cause chromosomique (en incluant les aneuploidies fréquentes comme les
trisomies 13 ou 18) et 2 % a I'environnement®™. Dans 60 % des cas aucune cause n’avait été

identifiée.

Les causes environnementales sont supposées ne représenter qu’une petite partie des causes d’AM”"

> Les causes environnementales les mieux connues sont certains agents infectieux comme la

19-21

rubéole, le CMV, ou la toxoplasmose Des substances toxiques et des médicaments ont

'® Shah SP et al. Ophthalmology 2011
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également été impliqués dans les AM, et notamment I'alcool, le tabac, I'acide folique, les rétinoides,

et 'hydantoine™ **>>.

De nombreuses anomalies chromosomiques ont été associées aux AM. Ces anomalies peuvent étre
visible sur un caryotype standard ou étre identifiées par analyse en cytogénétique moléculaire. Le
taux de détection d’anomalie chromosomique chez des patients avec atteinte oculaire syndromique
est entre 7 et 10 % par cytogénétique conventionnelle®” *°. Les principales anomalies retrouvées
étant les trisomies 13 et 18 et certains syndromes délétionnels comme les 4p-, 5p-, 18g-'. L’apport
de la CGH-array permet d’identifier 10 % a 15 % d’anomalies chromosomiques cryptiques chez les

27, 28

patients avec atteinte oculaire syndromique . Dans les formes non syndromiques, la part

d’anomalie chromosomique identifiée par CGH-array est faible, de I'ordre de 3 %*.

Enfin, de nombreux genes ont été associées aux AM dans des formes syndromiques ou non
syndromiques. Les principaux génes impliqués codent majoritairement pour des facteurs de
transcription (SOX2, OTX2, PAX6, RAX, VSX2, FOXE3, VAX1, ATOH7), des régulateurs d’expression
(BCOR), ou des génes impliqués dans des voies de signalisation (BMP4, BMP7, SHH, GDF6)®. Plus
récemment, des mutations dans des génes codant pour des protéines impliqués dans le métabolisme
de l'acide rétinoique (STRA6, ALDH1A3 et RARB) ont été identifiées chez des patients AM. De
nombreux génes ne rentrant pas dans ces catégories ont également été impliqués dans les AM

(SMOC1, HCCS, c12o0rf57, ODZ3, TMX3, FNBP4...).

Pour décrire les bases moléculaires des AM, je séparerais le prochain chapitre en deux parties ; les
genes des AM non syndromiques et des AM syndromiques. Cette dichotomie est artificielle, et n’est
pas le reflet exact de la réalité car des formes syndromiques et non syndromiques peuvent étre

décrites pour un méme géne.

Bases moléculaires des AM isolées
SOX2

SOX2 (SRY [sex determining region Y]-box 2) code pour un facteur de transcription trés exprimé au

30, 31

cours du développement oculaire . La fonction de cette protéine sera détaillée dans le chapitre

suivant ("Introduction aux facteurs de transcription étudiés").

L'implication de SOX2 dans les AM a été mise en évidence a partir d’'une patiente porteuse d’une
translocation d’allure équilibrée apparue de novo. Des analyses complémentaires ont permis de

mettre en évidence une délétion de 600 kb comprenant le géne SOX2*. Des mutations ponctuelles
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dans ce gene ont été recherchées et retrouvées par la méme équipe, confirmant I'implication de ce

5,32,33

gene dans les AM”. Des mutations sont identifiés chez 10-15 % des patients AM ce qui en fait a

I’'heure actuelle le géne majeur dans cette pathologie. A I'heure actuelle, 58 mutations différentes

32, 34-40

ont été décrites , et correspondent a des petites insertions et/ou délétion nucléotidiques

(32/58), des mutations non-sens (13/58) et des mutations faux sens (13/58). Des délétions du géne

33, 40

SOX2 sont fréquentes et correspondent a 25 ou 50 % des mutations identifiées . La plupart des

mutations intra géniques sont des mutations privées.

Le phénotype lié aux mutations de SOX2 initialement décrit comprenait des malformations oculaires
(typiquement séveres et bilatérales), un retard des acquisitions, de I'épilepsie, des malformations
mineures cérébrales, un retard de croissance, des anomalies génitales chez le garcon et quelques
critéres faciaux mineurs®. Il a secondairement été montré que les mutations de SOX2 pouvaient étre
a l'origine d’'une forme syndromique d’AM, le syndrome AEG (pour Anophthalmia-Esophageal-

41, 42

Genital)®’. Différentes malformations ont été associées rarement a ces mutations . Le phénotype

oculaire s’est progressivement élargi, et des atteintes moins séveres ont été décrits chez des patients

% Nous avons

porteurs de mutation de SOX2 : colobomes iriens et rétiniens, hypoplasie irienne
méme pu montrer I'absence d’atteinte macroscopique et microscopique chez un patient porteur
d’une mutation de délétere*. Dans notre expérience, les mutations sont bilatérales (17 patients sur
18) et séveres (anophtalmie chez 15 patients sur 18). Les éléments extra-oculaires retrouvées les plus
fréquemment sont le retard des acquisitions présent chez la grande majorité des patients vivants
décrits (déficience légére a sévere), des atteintes cérébrales (ventriculomégalie, hypoplasie du corps

calleux), hypogonadisme et retard de croissance. Dans notre cohorte de 18 patients mutés, 3

présentaient une atrésie de I'cesophage™.

Une corrélation génotype/phénotype a été suggérée® mais les patients porteurs de mutations
similaires ont des atteintes oculaires et extra-oculaires variables. Une variabilité de sévérité intra
familiale a également été décrite a plusieurs reprises®” **>*. De plus, les atteintes peuvent étre trés
asymétriques entre les deux yeux chez un méme patient, rendant difficile ces tentatives de

corrélation.

Le syndrome anophtalmie lié a SOX2 est transmis selon un mode autosomique dominant, avec la
grande majorité des patients porteurs de mutations apparues de novo. Cependant, la description de
trois cas de mosaiques germinales dans la littérature® ** ¢ doit faire modérer le conseil génétique

plutdt rassurant habituellement en cas de mutation de novo.
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oT1X2

OTX2 (orthodenticle protein homolog 2) code pour un facteur de transcription impliqué dans la mise
en place des différentes structures oculaires, et particulierement au cours de la différentiation de la
rétine®. La fonction de cette protéine sera détaillée dans le chapitre suivant ("Introduction aux

facteurs de transcription étudiés").

L'implication de ce géne dans les AM a été démontrée par Ragge et al. Par une approche géne
candidat ont identifié les premiéres mutations de ce géne chez 8 patients AM*’. Ce géne a été
impliqué dans 0.7 & 10 % des AM** **°, Dans notre laboratoire, des mutations ont été identifiées
chez 5/150 patients AM (3 %). Un total de 31 mutations différentes ont été décrites, comprenant des
mutations décalant le cadre de lecture (14/31), des mutations non-sens (9/31), des faux-sens (7/31)

32,40, 53

et des délétions du gene . Les délétions du géne OTX2 semblent représenter une 30 a 40 % des

mutations de ce géne®>".

Le phénotype oculaire de ces patients est variable et souvent asymétrique. Il va de I'anophtalmie

bilatérale 3 une absence de malformation oculaire®® *

et peut inclure des colobomes (iriens et/ou
rétiniens), une cataracte ou une sclérocornée. Les malformations extra-oculaires sont également
inconstantes et sont représentées essentiellement par une déficience intellectuelle, un retard

47,4830 Des mutations du géne OTX2 ont été décrites chez quelques

statural et une atteinte pituitaire
patients présentant un pan hypopituitarisme isolé>>. Nous avons également démontré le rdle des
mutations de ce gene dans une malformation majeure du développement embryonnaire de la

53, 54
SR |

mandibule, I'agnathie (voir chapitre correspondant) n'y a pas d’arguments pour une

corrélation génotype/phénotype.

La transmission de I'atteinte clinique liée aux mutations du géne OTX2 est autosomique dominante.
La pénétrance est incompléte et la variabilité d’expression est importante. Les mutations peuvent
étre héritées d’'un des deux parents ou survenir de novo (environ une fois sur deux). Des cas de

mosaiques germinales ont été décrits a trois reprises’” *°.

RAX

RAX (retina and anterior neural fold homeobox) code pour un facteur de transcription dont le réle au
cours du développement oculaire a été étudié dans différents modeles de vertébrés>. La fonction de
cette protéine sera détaillée dans le chapitre suivant ("Introduction aux facteurs de transcription

étudiés").
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%0 %638 Ces mutations (10 mutations

Des mutations récessives ont été identifiées dans 7 familles
différentes, 4 faux-sens, 3 non-sens, 1 frameshift, 1 mutation d’épissage et une délétion du gene) ont
un effet supposé perte de fonction. Dans notre expérience, les mutations du gene RAX sont
identifiées chez 2.5 % des patients AM (4/150). Une déficience intellectuelle a été décrite dans 3 des
7 patients impliqués. Il n’y a pas de phénotype extra-oculaire rapporté, en dehors d’anomalies des
sinus frontaux et sphénoidaux décrite chez deux patients®®. Des mutations hétérozygotes ont été
décrites chez des patients avec colobome chorio-rétinien®® ou AM®. Pour ces patients, I'analyse
parentale de ces mutations n’a pas été faite et le caractére hérité ou non n’est donc pas connu. Nous
avons identifié deux mutations hétérozygotes dans notre cohorte d’AM, dont une, p.Thr50Pro, déja
décrite associée a une AM 3 I'état hétérozygote®. Cette variation n’est pas prédite comme délétere
par les outils in silico (SIFT, Polyphen-2) et était chez notre patiente héritée d’'une mere
asymptomatique. Les porteurs hétérozygotes pour une mutation du gene RAX dans les familles de
patients AM ne sont pas symptomatiques. Il est difficile d’exclure totalement la possibilité de
mutation dominante a pénétrance incompléte chez les patients hétérozygotes, mais les arguments

dont nous disposons doivent orienter le conseil génétique a I'heure actuelle dans le sens d’une

transmission purement autosomique récessive.

PAX6

PAX6 (paired box 6) code pour un facteur de transcription trés important au cours du développement
oculaire®. La fonction de cette protéine sera détaillée dans le chapitre suivant ("Introduction aux

facteurs de transcription étudiés").

PAX6 a été le premier géne dont les mutations ont été associées a I’AM en 1994°". Cependant, les
mutations de PAX6 ne sont que rarement associées a I'AM®® *® ® e phénotype associé
classiguement aux mutations de ce gene est I'absence d’iris (aniridie). Plus généralement, les
mutations hétérozygotes du géne PAX6 entraine un défaut de développement pouvant toucher les
)63.

différentes structures oculaires (cornée, iris, cristallin, rétine Des présentations atypiques,

(anomalie de Peters, correctopie, nystagmus, hypoplasie fovéale, malformations du nerf optique),

30, 63

ont été associées aux mutations de PAX6” >°. Plus de 300 mutations différentes ont été décrites (The

Human PAX6 mutation Database, http://Isdb.hgu.mrc.ac.uk). Des patients porteurs de mutations

°L %% ils présentent un phénotype

hétérozygotes composites du gene PAX6 ont été rapportés
associant AM et un phénotype cérébral évoquant I’holoprosencéphalie). Les délétions emportant le
géne PAX6 peuvent s’étendre au gene WTI1 et se traduire cliniquement par l'association d’une

aniridie, d’anomalies génitales et d’'une tumeur de Wilms (syndrome WAGR). La transmission des
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mutations PAX6 est autosomique dominante avec une pénétrance forte mais une expressivité

variable. Dans 1/3 des cas environ, la mutation identifiée est de novo®.

VSX2

VSX2 (visual system homeobox 2 gene), anciennement appelé CHX10, code pour un facteur de
transcription jouant un réle majeur dans le développement oculaire des mammiféres®. VSX2 est
exprimé dés le stade de la vésicule optique. Son expression au sein des progéniteurs rétiniens permet

leur prolifération et la différentiation en cellules neurorétiniennes®®.

Les premiéres mutations du géne VSX2 ont été décrites chez des patients AM en 2000°. Des

mutations ont été décrites dans 13 familles*® %*7*

. L'AM est généralement bilatérale et y est parfois
associée une cataracte ou un glaucome. Un patient avec atteinte oculaire atypique a été récemment
décrit ; son phénotype comprenait une subluxation du cristallin, une dystrophie rétinienne et une
myopie forte’’. Dans notre expérience, les mutations de VSX2 ne sont identifiées que chez 1/150
patients. L’association a un retard des acquisitions et des troubles autistiques a été rapportée une

fois chacun. Il n’y a pas d’atteinte extra-oculaire associée a ces mutations. L'AM liée aux mutations

du géne VSX2 est de transmission autosomique récessive.

FOXE3

FOXE3 (forkhead box E3) code pour un facteur de transcription exprimé au cours du développement
. .. N . .. 72 . . ey s . . .
cristallinien dés le stade de la placode cristallinienne’. Son expression est limitée au cristallin. A la fin
de la mise en place du cristallin, son expression va ne concerner que I'épithélium cristallinien ou il
permet la prolifération cellulaire, et empéche la différentiation de ces cellules en fibres

cristalliniennes’.

Les mutations de ce géne ont initialement été décrites dans des dysgénésies du segment antérieure

7> puis secondairement des mutations

transmises selon un mode autosomique dominant
récessives ont été associées a 'aphakie’®, et a 'AM”’. Il a été suggéré aprés une étude de 26 patients,
que des mutations de ce géne pouvaient étre impliquées dans 15 % (4/26) des AM’®. Ces mutations
semblent cependant étre plus rares et dans une grande série de 236 patients porteurs d’anomalies
du développement oculaire, des mutations n‘ont été identifiées que chez deux patients’”’. Nous
avons identifié des mutations de FOXE3 chez deux patients parmi nos 150 cas index®. Ces deux

patients présentent une AM bilatérale avec sclérocornée. Une sceur d’un des cas index de notre

37



série, également porteuse des mutations et de I'atteinte oculaire présentait de plus une déficience
intellectuelle et des troubles autistiques. 13 mutations différentes ont été décrites dans FOXE3>" 77%*,
De maniere intéressante, 8 sont responsables d’anomalies oculaires sur un mode autosomique
récessif (4 frameshift, 3 faux-sens et une mutation non-sens) alors que 5 sont associés avec un
phénotype se transmettant selon un mode autosomique dominant (dont 4 mutations non-stop). Il
semblerait donc exister une corrélation entre la nature de la mutation et le mode de transmission et
le phénotype clinique. Les mutations a transmission dominante donnent des phénotypes moins

séveres (dysgénésie du segment antérieur) que celles a transmission récessive (AM et dysgénésie du

segment antérieur).

ALDH1A3

ALDH1A3 (A3 isoform of the aldehyde dehydrogenase 1) code pour une enzyme impliquée dans le

métabolisme la vitamine A en acide rétinoique®.

Nous avons pu participer  la description des premiéres mutations de ce géne dans 3 familles d’AM®.

887 Différents type de mutation ont été décrites et ce

Depuis, ce gene a été impliqué dans 6 familles
sont des mutations perte de fonction. Le phénotype oculaire associé aux mutations de ce gene est
souvent bilatéral et variable en sévérité (du colobome isolé a I'anophtalmie). Certains des patients
présentent des troubles autistiques et/ou un retard des acquisitions. Une atteinte cardiaque n’a été

décrite que chez un patient, et il n’y a pas d’autre phénotype extra-oculaire connu a I'heure actuelle.

0DZ3

Par une stratégie de séquencage d’exome et d’analyse de liaison, des mutations récessives du géne
ODZ3 (ODZ homolog of drosophilia, 3) ont été décrites dans une famille consanguine® ou deux
enfants étaient atteints de microphtalmie colobomateuse isolée. La mutation ¢.2083dup
(p.Thr695Asnfs*5) a été identifiée a I'état homozygote. En dehors d’une expression oculaire
embryonnaire de ce géne connue chez la souris, peu d’arguments fonctionnels ne démontrent le lien
entre cette mutation et le phénotype oculaire. Ce géne reste donc a étre confirmé par l'identification

de mutations chez d’autres patients AM.
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ATOH7

ATOH?7 (Atonal homolog of drosophilia 7) a été impliqué, par séquencage d’exome puis séquencage
Sanger de 105 patients, dans des anomalies oculaires variables de deux familles consanguines®
associant sclérocornée, nystagmus, microphtalmie, cataracte, décollements rétiniens, persistance du
vitré primitif, hypoplasie des nerfs optiques, et calcifications du vitré et de la rétine. La
microphtalmie n’étant pas I'élément majeur du tableau oculaire. Cette atteinte oculaire est
strictement isolée. Une mutation homozygote a été secondairement identifiée une famille

consanguine dont trois membres étaient atteints de persistance du vitré primitif™.

SIXé6

Par une stratégie de séquencage d’exome et d’analyse de liaison, des mutations récessives du géne
SIX6 (sine oculis homeobox 6) ont été décrites dans une famille consanguine® ou deux enfants
étaient atteints de microphtalmie complexe (glaucome chez un patient) sans signes extra-oculaires.
La mutation c.532_536del a été identifiée a I'état homozygote. Les arguments présentés dans cet
article, et notamment le phénotype murin d’anophtalmie chez les souris KO pour Six6, sont en faveur

de I'implication de ce géne dans I’AM.

Bases moléculaires des AM syndromiques

Des AM sont décrites associées a de nombreux syndromes (la London Dysmorphology Database
comprend 269 syndromes comprenant microphtalmie ou anophtalmie). Seuls les principaux

syndromes, ou |'atteinte oculaire est au premier plan du syndrome, seront traités ici.

BCOR

Des mutations du gene BCOR ont été identifiées chez des patients atteints de syndrome Oculo-Facio-
Cardio-Dentaire (OFCD) et une partie des patients atteints de microphtalmie de Lenz”> %, ce

pourquoi ces deux syndromes sont traités ensemble.

L’acronyme OFCD reprend les principales atteintes de ce syndrome : (Eil, Face, Coeur et Dents. Au
niveau oculaire, I'atteinte est caractérisée par une cataracte constante et souvent une microphtalmie

ou une microcornée (82 % des cas). Différentes autres atteintes oculaires sont possibles. Au niveau
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facial, on retrouve une face allongée, une hypoplasie malaire et une pointe du nez élargie. L’atteinte
cardiaque est présente chez 75 % des patients et correspond essentiellement a des CIA et CIV. Enfin,
I'atteinte dentaire est quasi-constante, et elle est caractérisée par une radiculomégalie (racines
extrémement longues) touchant préférentiellement les canines. D’autres signes (anomalies des
extrémités, fente palatine, déficience intellectuelle Iégere, surdité, défaut de latéralité) ont été

1792 1 o syndrome OCFD est lié a des mutations nulles (non-sens, frameshift,

associés a ce syndrome
mutation d’épissage) du géne BCOR. Il ne touche que les femmes, ces mutations étant supposées

8tre |étales chez les garcons, BCOR étant localisé sur le chromosome X*%.

Une mutation faux-sens (p.Pro85Leu) du géne BCOR a été identifiée dans deux familles chez des
garcons atteints de microphtalmie de Lenz. Ce syndrome se caractérise par une AM avec souvent un
colobome et/ ou une cataracte, une microcéphalie, une déficience intellectuelle, une atteinte
cardiaque, squelettique (extrémités et clavicules), rénale et génitale’’. Cependant, seule une faible
proportion de patients atteints de microphtalmie de Lenz semble étre liée a des mutations du gene

BCOR*.

STRA6

Les mutations du géne STRA6 (stimulated by retinoic acid 6) sont impliquées dans le syndrome de
Matthew-Wood ou spectre PDAC (pour Pulmonary-Diaphragmatic-Anophthalmia-Cardiac). Un

chapitre de cette thése est dédié au spectre phénotypique lié aux mutations de ce gene.

RARB

Nous avons participé en collaboration avec I'équipe du Pr Michaud (Montréal) a la description de
mutations dominantes et récessives dans le gene RARB (retinoic acid receptor beta) chez des patients
présentant une AM avec d’autres malformations du spectre PDAC. L’article issu de ce travail®® est

présenté dans la section "Travaux collaboratifs".

GDF6

GDF6 (growth differentiation factor 6) code pour une protéine faisant partie des voies de
signalisation des bone morphogenetic proteines (BMP). Des mutations de ce géne ont été retrouvées

chez des patients présentant des anomalies squelettiques, et principalement des anomalies des
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% % Une mutation de GDF6 a été identifiée chez un patient présentant un

premieres vertebres
colobome chorio-rétinien bilatéral®’, ce qui a motivé la recherche de mutations de ce géne dans une
cohorte de 489 patients avec atteintes oculaires diverses et 81 avec atteinte squelettique. Des
variations hétérozygotes ont été identifiées chez 9 patients présentant des atteintes oculaires (AM,
colobome), squelettiques ou oculo-squelettiques™. Les mutations de ce géne sont dominantes avec
une pénétrance incompléte. Ce géne a été décrit comme pouvant expliquer jusqu’a 8 % des AM
(4/50 patientseo). Dans notre cohorte, nous n’avons retrouvé une mutation que chez un patient

(1/150), mutation héritée d’un pére asymptomatique, confirmant le caractére trés incomplet de la

pénétrance®.

BMP4

L'implication du gene BMP4 (bone morphogenetic protein 4) dans les défauts du développement de
I'ceil chez 'homme a été suspectée devant I'identification d’une délétion emportant ce géne chez un
patient présentant une AM avec glaucome congénital et sclérocornée, une poly-syndactylie et un
retard des acquisitions®®. Des mutations ponctuelles hétérozygotes de BMP4 ont été depuis décrites
dans 5 familles associées a une variabilité phénotypique importante intrafamiliale (d’'une atteinte

oculaire majeure avec malformations cérébrales et des extrémités, a des myopies fortes isolées ou

99, 100 78,101

des polydactylies isolées) et une pénétrance incomplete . Le phénotype lié aux mutations de
ce géne a secondairement été étendu au syndrome SHORT (Short stature; Hyperextensibility of joints

and/or Hernia (inguinal); Ocular depression (deep-set eyes); Rieger anomaly; and Teething delay)’®.

BMP7

Par une approche géne-candidat, Wyatt et al. ont pu en 2010 identifier I'implication du géne BMP7
(bone morphogenetic protein 7) chez trois patients AM associé a une combinaison variable de signes
extra-oculaires (fente palatine, retard des acquisitions, surdité, fistule trachéo-oesophagienne, hémi-
vertebre, RCIU)'®. Dans les trois cas, les mutations hétérozygotes étaient héritées de parents

asymptomatiques.
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SMOC1 et FNBP4

Des mutations du gene SMOCI1 (SPARC related modular calcium binding 1), et plus récemment FNBP4
(formin binding protein 4) ont été décrites chez des patients atteints de syndrome d'anophtalmie de
Waardenburg associant AM (90 % des patients) et des anomalies des extrémités (oligodactylie,
syndactylies, synostose des IV°™ et V°™ métacarpiens, 90 % des patients). Des atteintes plus rare
sont également décrits dans ce syndrome (déficience intellectuelle chez 1/3 des patients, fente
palatine, dents néonatales, anomalies génitales et/ou urinaires)'. La transmission de ce syndrome
est autosomique récessive et des mutations perte de fonction ont été identifiées dans douze

familles'®%,

Plus récemment, dans une famille consanguine avec un phénotype similaire (avec ectrodactylie), une
mutation faux-sens homozygote du géne FNBP4 a été identifiée'®. En dehors d’une expression
oculaire, peu d’arguments fonctionnels ne démontrent le lien entre cette mutation et le phénotype.
Ce géne reste donc a étre confirmé par l'identification de mutations chez d’autres patients avec ce

phénotype.

HCCS et COX7B

Les mutations du géne HCCS (holocytochrome c synthase) sont a I'origine du syndrome MLS
(microphthalmia with linear skin defects) aussi connu sous I'acronyme MIDAS (microphthalmia,
dermal aplasia, and sclerocornea) qui se transmet selon un mode dominant lié a I’X. Les filles sont
donc atteintes en majorité, I'anomalie génétique étant supposée létale chez le garcon. L'atteinte
clinique est caractérisée par une microphtalmie et une atteinte cutanée a type de zones d’aplasie
cutanée linéaires touchant principalement la face et le cou. De nombreuses autres malformations
ont été rapportées chez certains patients (cardiopathies, anomalies cérébrales pour les plus
fréquentes)”’. L’anomalie génétique en cause est souvent une délétion de la région Xp22 emportant
HCCS, et la taille de ces délétions (et donc les génes également impliqués) peut expliquer une partie
de la variabilité phénotypique. Cette variabilité de la taille des délétions n’explique pas toutes les
différences de sévérité de présentation clinique puisque des variabilités phénotypiques
intrafamiliales sont également notées'”’. Des mutations ponctuelles d’HCCS ont secondairement été

décrites'?.

Plus récemment, par une approche gene candidat, des mutations du géne COX7B (cytochrome c
oxidase 7B) ont également été impliquées dans le syndrome MLS. La transmission y est également

dominante liée a I'X*®,
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VAX1

Par une approche gene candidat, Slavotinek et al. ont identifiés une variation faux-sens (p.Arg152Ser)
homozygote dans le géne VAX1 (ventral anterior homeobox 1) chez un patient AM (sur 80 testés)
issu de parents apparentés'®. Ce patient présentait une microphtalmie bilatérale, une fente labio-
palatine bilatérale, des malformations cérébrales (malformations des hippocampes, agénésie du

corps calleux et de I'épiphyse), un retard de croissance et un décalage des acquisitions.

cl2orf57

Des mutations récessives de ce géne ont récemment été décrites dans un nouveau syndrome
associant une AM colobomateuse, agénésie du corps calleux avec retard des acquisitions chez deux

110

enfants . Secondairement, des mutations de ce gene ont été rapportées dans 4 familles multiplexes

11 Une atteinte oculaire était rapportée

consanguines d’agénésie ou hypoplasie du corps calleux
chez la moitié des patients. Enfin, dans une autre famille consanguine 3 des 4 enfants porteurs
homozygotes d’une mutation délétére du géne c12orf57 avaient une atteinte du corps calleux, et

deux des enfants un colobome oculaire™*.

Prise en charge des patients

Comme nous l'avons vu dans la description des AM, la dichotomie entre forme "isolées" et
"syndromiques" et artificielle. Des malformations d’autres organes sont présentes dans 33 a 93 %
des AM'" ¥ et vont toucher de facon prédominante le cerveau, le coeur et les extrémités. La
recherche de signes associés a I’AM peut orienter la recherche étiologique, méme s’il existe des
chevauchements entre les différents syndromes. Compte tenu des variabilités extrémes des
phénotypes entre les différents syndromes, et méme pour des mutations dans un méme gene, il est
difficile de définir a priori une prise en charge commune a tous les patients. En dehors de la prise en
charge ophtalmologique (qui vise a perfectionner la vision existante et a améliorer |'esthétique par la
stimulation simultanée de la croissance des tissus mous et des cavités orbitales osseuses), une prise
en charge multidisciplinaire est souvent nécessaire. Une surveillance du développement
psychomoteur semble également importante pour pouvoir proposer une prise en charge précoce et

adaptée pour les enfants qui le nécessiteront.

Le bilan initial et les grandes lignes de la prise en charge oculaire et extra-oculaire ne sont pas définis

pour les AM, et il sera nécessaire pour élaborer un protocole de soin de réunir les différents
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intervenants. L’élaboration d’un protocole de soin standardisé risque cependant de se heurter en
pratique a la diversité des présentations cliniques rencontrée dans le cadre des AM (microphtalmie
vs anophtalmie ; microphtalmie simple vs microphtalmie complexe, AM unilatérale vs AM bilatérale,

AM isolée vs AM syndromique etc......).

Conseil génétique

La aussi, I'hétérogénéité génétique rend difficile le conseil génétique. On estime a 10-15 % le risque
de récurrence des AM dans la fratrie’. Dans la majorité des cas, le dépistage va reposer sur un suivi
échographique anténatal orienté. L’identification d’une anomalie génétique causale (environ un
quart des patients) permet de préciser ce conseil génétique, et éventuellement de pouvoir proposer
un diagnostic prénatal voire préimplantatoire. Cependant, méme dans les familles ou une cause
génétique a pu étre identifiée, le conseil génétique est rendu difficile par la grande variabilité
phénotypique observée pour la plupart des génes (y compris au sein d’'une méme famille), la
pénétrance incomplete de mutations de certains genes, et la possibilité de mosaique germinale pour
les génes a transmission autosomique dominant. Tous ces aspects, et les difficultés qu’elles

entrainent en termes de conseil génétique, doivent étre discutés avec les familles.
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I-4 : Introduction aux facteurs de transcription étudiés
Introduction

L'une des différentes approches utilisées pour identifier de nouveaux genes d’AM a consisté a
identifier les génes régulés par des facteurs de transcription impliqués dans le développement
oculaire (voir chapitre correspondant). Nous avons sélectionné quatre FTs a étudier : OTX2, PAXS,
RAX et SOX2. SOX2, OTX2, et RAX sont les principaux genes dans lesquels des mutations sont
retrouvées chez les patients AM. PAX6, n’est que plus rarement impliqué dans les AM, mais il a été
défini comme le "master regulator" du développement oculaire. Ces genes sont impliqués dans les
différents temps du développement oculaire (Fig. 16). Nous allons dans ce chapitre résumer les

principales données connus sur nos 4 FTs d’intérét, et leur role au cours du développement oculaire.

Figure 16: Implication des facteurs de transcription étudiés au cours du développement oculaire.

Cette figure est tirée de °_ Elle montre les différentes grandes étapes de la formation oculaire et I'implication de
différents facteurs de transcription et de SHH au cours de ces étapes. Trois des 4 FTs que nous avons
sélectionnés (OTX2, SOX2, PAX6) sont exprimés pendant linduction de la vésicule optique puis la
différenciation des différentes structures oculaires. RAX lui est exprimé pendant la formation des différentes
structures.
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SOX2
- Généralités

SOX2 [SRY (sex determining region Y)-box 2] est localisé sur le chromosome 3 (3927) et code pour
une protéine de 317 acides aminés>’. SOX2 appartient a la famille des facteurs de transcription SOX
caractérisée par la présence d’'un domaine de liaison a ’ADN de type HMG (high-mobility group)
initialement décrite pour la protéine SRY. Il existe 20 protéines appartenant a cette famille de
protéine et qui sont réparties en 8 sous famille en fonction de leur homologie de structure. SOX2
appartient au sous-groupe SOXB1 avec SOX1, SOX3, SOX14 et SOX21 constituant le sous-groupe
soxB2'®.

- Fonction

SOX2 est un facteur de transcription et régule donc I'expression de genes cibles. La liaison a I’ADN
des domaines HMG est faible, et la co-régulation avec d’autres protéines permet d’apporter la
stabilité au FT. De plus, cette utilisation de protéines partenaires permet de modifier la régulation
d’expression médiée par SOX2 sur les plans spatial et temporel (I'expression des différentes
protéines partenaires étant variable dans le temps et en fonction des types cellulaires)®. SOX2 est
impliqué dans de nombreux mécanismes parfois opposés, et son action va étre dépendante du
niveau d’expression et du contexte cellulaire: maintenance du caractére indifférencié des cellules
souches embryonnaires et adultes (Fig. 17)"* ™ role dans la spécification, morphogénése et

prolifération dans de nombreux tissus foetaux'*>. La spécification tissulaire va étre déterminée par le

niveau d’expression de SOX2 et d’autres facteurs de transcription spécifiques de lignées (Fig. 18).

46



Figure 17: Expression de Sox2 dans les cellules pluripotentes embryonnaires et adultes.

Sox2 est exprimé dans les cellules souches pluripotentes puis tout au long du développement fcetal et chez

I'adulte dans les cellules progénitrices de dérivés endodermiques, ectodermiques, mésodermiques et des
. . ; ; . Y . . s 113

cellules germinales. Son expression est également retrouvée dans certaines cellules différentiées. Tirée de .

Figure 18: L’antagonisme entre Sox2 et d’autres facteurs de transcription spécifiques de tissus détermine le
devenir des cellules.

Durant I'organogéneése, le niveau d’expression de Sox2 détermine la spécification cellulaire par antagonisme a
) o . L, _ 113
d’autres facteurs de transcription spécifiques de lignées. Tirée de
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- Expression au cours du développement oculaire

Sox2 est exprimé dans les cellules souches embryonnaires et apres la gastrulation, son expression

concerne essentiellement les cellules a I'origine du neurectoderme, des placodes sensorielles, des

. . . . 115-11
arcs branchiaux, de I'endoderme intestinal, et des cellules germinales ST

expression de Sox2 va
augmenter de fagon importante au stade la cupule optique ainsi que dans I'ectoderme de surface
aprés le contact avec cette derniere. Cette surexpression dans I'ectoderme de surface semble étre
médiée par des signaux moléculaires issus de la cupule optique et permettre ainsi la formation de la

118, 119

placode cristallinienne puis son invagination . Secondairement, Sox2 reste trés exprimé dans la

vésicule cristallinienne et la rétine (Fig. 19).

Figure 19: Patron d’expression des genes Sox2 et Pax6 a E13.5 chez la souris.

. . s 30 . . . o e s .
Figure tirée de ~. L'expression de Sox2 concerne les fibres cristalliniennes et la neurorétine (avec un gradient
de l'intérieur vers I'extérieur). Pax6 lui est exprimé a ce stade dans I'épithélium cristallinien, sur I'ectoderme de
surface a proximité de la structure oculaire et dans la neurorétine (avec un gradient opposé a Sox2).

- Modeles animaux

Les mutations nulles homozygotes ne permettent pas le développement embryonnaire™. Au
contraire, les souris hétérozygotes n’ont qu’un phénotype modéré (infertilité des males, insuffisance
hypophysaire)*” '** dépendant du fond génétique. L’association d’une délétion hétérozygote de Sox2
a une délétion des régions régulatrices spécifiques du systéme nerveux central sur le second allele
entraine des malformations cérébrales sévéres'?. Taranova et al. ont montrés que I'hétérozygotie
composite chez les souris pour des mutations nulles sur un allele et hypomorphes sur I'autre était a
I'origine de défaut du développement oculaire a type d’AM a partir d’'une diminution d’expression de

60 % et dont la sévérité était dépendante de I'activité résiduelle de SOX2'*".

48




PAX6
- Généralités

PAX6 (paired box 6) est localisé en 11p13. Il code principalement pour une protéine de 422 acides
aminés contenant deux domaines de liaison a I’ADN, un domaine paired box et un domaine
homeobox. PAX6 appartient a la famille des facteurs de transcription PAX caractérisée par la
présence d’'un domaine de liaison a I'’ADN de type paired. Il existe 9 protéines appartenant a cette
famille de protéine et qui sont réparties en 4 sous-groupes en fonction de leur homologie de

structure.

Il existe différentes isoformes de PAX6. L'une contenant 14 acide aminés supplémentaires dans le
domaine paired et modifiant ainsi sa capacité de liaison a I’ADN. Trois isoformes sont produites par
I'utilisation de codons d’initiation alternatifs aprés le domaine paired et entrainent donc la
production de protéines délétées pour ce domaine. La présence de ces différentes isoformes aux
capacités de fixation sur ’ADN différents pourrait avoir un réle dans les différentes fonctions de

PAX6'*. Comme SOX2, PAX6 peut co-réguler 'expression de génes cibles avec d’autres facteurs de

transcription, expliquant également la variabilité fonctionnelle de PAX6'>.

- Fonction

PAX6 a un role majeur dans le développement du systéeme nerveux central, de I'hypophyse, de

124-127

I’épiphyse, des yeux, du nez, et du pancréas . Au cours de la neurogénése, il va étre important

pour le maintien des cellules souches neuronales sous forme indifférenciée, favoriser la prolifération

de ces progéniteurs, mais également pour favoriser leur différentiation en fonction du contexte

123, 128

cellulaire et leur migration (Fig. 20). Au niveau oculaire, PAX6 a un réle spécifique dans la

129-131

formation du cristallin et de la rétine . Au niveau du systéme nerveux central, il joue donc un

réle majeur dans la mise en place du cortex (différentiation, migration) et dans la mise en place des

connexions entre cortex et thalamus* **, dans le développement de I'épiphyse et I'hypophyse,

134 135

dans le développement cérébelleux™" et celui des motoneurones ™. PAX6 est également exprimé au

niveau pancréatique ou il joue un réle dans le développement***.

49



Figure 20: Différentes fonctions de PAX6 au cours du développement neuronal.

Figure tirée de 28 Les génes PAX, et notamment PAX6 ont un role au cours du développement du systeme

nerveux au cours de la régionalisation et spécification, I'expansion, la migration, la maintenance d’un état
indifférencié ou la différentiation. Ces processus sont doses dépendants et dépendants du contexte cellulaire.

- Expression au cours du développement oculaire

L’expression de Pax6 commence a E8 au niveau de la plague neurale. A E10, I'expression se confine

au prosencephale, rhombencephale et 3 la moelle™’

. Au niveau oculaire, I'expression de Pax6 est
détectée a E8.5 au niveau de I'ectoderme de surface, ainsi que dans les gouttieres optiques™®. A
E10.5, cette expression au niveau de I'ectoderme de surface se restreint dans la région oculaire et au
niveau de la neurorétine apparait un gradient, Pax6 étant plus exprimé dans les couches internes de

la neurorétine (Fig. 19).

- Modeles animaux

Il a été montré que I'absence d’un des alleles de pax6 chez la drosophile entraine un phénotype

140

eyeless'®, et chez la souris un phénotype small eyes'®. De méme, les souris surexprimant Pax6

141

présentent également un phénotype d’AM™ montrant bien le caractére dose dépendant de la
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régulation médiée par ces facteurs de transcription. Les souris homozygotes pour un allele nul
décedent en période périnatale. Elles ont un phénotype associant une absence d’ceil, de structures
nasales et des malformations cérébrales®. Les souris porteuses d’un allele hypomorphe ne
présentent que peu d’atteinte clinique a I'état hétérozygote, alors qu’a I'état homozygote, le

développement oculaire stoppe précocement pour aboutir a un phénotype AM**,

1 7 1 .
* ou le xénope'* est capable de faire se

L'expression ectopique de pax6 chez la drosophile
développer des structures oculaires bien différentiées. Ces éléments ont fait que PAX6 a été défini

comme le "maitre régulateur" du développement oculaire.

oTX2

- Généralités

OTX2 (orthodenticle homeobox 2) est localisé en 14g22.3. Il code pour un facteur de transcription
contenant un homéodomaine qui est un orthologue du gene orthodenticle de la drosophile. Il existe

deux transcrits de ce géne aboutissant a la formation de protéines de 289 et 297 acides aminés.
- Fonction

Otx2 va jouer plusieurs fonctions au cours du développement embryonnaire, et plus particulierement
au niveau du systéme nerveux central, de I'épiphyse et de I'ceil. Otx2 est nécessaire a I'induction du
cerveau antérieure et du pole céphalique chez les vertébrés. Au niveau cérébral, les fonctions
essentielles sont la spécification du prosencéphale et du mésencéphale, ainsi que d'une aire a la

5 Au niveau oculaire,

limite du mésencéphale et du rhombencéphale qui donnera le cervelet
I’expression d’Otx2 pourrait permettre I'expression de facteurs de transcription nécessaires a la
spécification oculaire d’une partie du cerveau antérieur'®®. L'expression d’Otx2 est également
importante au cours du développement oculaire. Elle permet la spécification et la maintenance des

145, 147

photorécepteurs . Ces différents réles au niveau oculaire sont résumés figure 21.
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Figure 21: Différentes fonctions d’Otx2 au cours du développement oculaire.

Figure tirée de 1% llustration schématique des différentes étapes du développement oculaire, et implication

d’Otx2 au cours de celles-ci.

- Expression au cours du développement oculaire

Otx2 est initialement exprimée dans le neurectoderme a la partie antérieure de I'embryon pendant
la gastrulation'®®, puis est exprimé dans le prosencéphale et le mésencéphale. Son patron
d’expression dans le mésencéphale s’arréte net permettant de définir le rhombencéphale® **°. Otx2
est exprimé dans la vésicule optique ou il a un role clef dans I'évagination aprés contact avec
I'ectoderme de surface™. L’expression est ensuite restreinte a la rétine pigmentaire ou elle se

poursuit a I’age adulte.

- Modeles animaux

Les délétions homozygotes d’Otx2 sont létales en raison de |'absence de développement du
prosencéphale et mésencéphale®. Les souris hétérozygotes ont des phénotypes trés variables et
dépendants du fond génétique. On peut observer chez ces souris des anomalies cérébrales
(acéphalie, holoprosencéphalie), des anomalies oculaires (microphtalmie, anophtalmie) et/ou des

132 ’utilisation d’un KO conditionnel (recombinase

anomalies mandibulaires (micrognathie, agnathie)
Cre soumis au promoteur de Crx) a permis de démontrer le réle d’Otx2 dans le déterminisme

cellulaire des cellules photoréceptrices, ainsi que dans le développement de I'épiphyse ™.

52



RAX

- Généralités

RAX (retina and anterior neural fold homeobox) est un géne localisé en 18921.32 qui code pour un
facteur de transcription possédant un homéodomaine et un domaine paired-like ou OAR (opt,

aristaless and rax domain). Il code pour une protéine de 346 acides aminés

- Fonction

154, 155 Il a

RAX a pour fonction initiale de déterminer la spécification des futures cellules rétiniennes
secondairement été démontré que RAX jouait également un rdle spécifiqguement dans la
maintenance des cellules progénitrices des photorécepteurs, ainsi que leur différentiation™® **’. RAX

aurait également un réle dans la régénération rétinienne™®.
- Expression au cours du développement oculaire

Rax est initialement exprimé dans la partie antérieure de la plaque neurale au niveau du futur

prosencéphale™®. L’

expression de Rax est ensuite scindée en deux au niveau des cupules optiques
qui donneront la rétine. Plus tard, I'expression est majoritairement détectée au niveau de la
neurorétine, méme si une expression faible est retrouvée dans I'épiphyse et des régions du

prosencéphale™® (Fig. 22).

Figure 22: Expression du géne Rax au cours du développement embryonnaire murin.
Figure tirée de 58 Expression du gene Rax étudié par hybridation in situ. (a) Expression dans la plaque neurale

antérieure dans un embryon a E8.5. (b) Expression dans les futures régions oculaires a E9.5. (c) Expression dans
les cupules optiques.
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- Modeles animaux

Il existe un modele naturel de mutation hypomorphe de Rax chez la souris entrainant un phénotype
AM et des anomalies de I’hypothalamus™® '*®°, La présence homozygote de mutations nulles du géne
Rax chez la souris entraine des AM séveres associées a des atteintes cérébrales variables avec une
réduction des structures prosencéphaliques et & un moindre degré mésencéphalique™®. Les souris
hétérozygotes n'ont pas de phénotype apparent. Un phénotype AM est également rencontré dans

161

\ o . . 2 162 z 1
d’autres modéles animaux comme le poisson medaka'®’, le poisson zebre'®?, et le xénope'®. De

facon intéressante, la surexpression de Rax entraine également une prolifération excessive de la

158, 163

rétine et parfois une duplication du prosencéphale chez le xénope et le poisson zébre™”.
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OBJECTIFS

Mon travail de these s’inscrit en complément du travail réalisé dans le service de Génétique Médicale
du Professeur Calvas. Notre service s’est spécialisé sur le diagnostic moléculaire des anomalies du
développement embryonnaire de I'ceil depuis de nombreuses années. Le travail réalisé a donc été

transversal entre le laboratoire hospitalier et le laboratoire de recherche.

Les objectifs fixés au début de ma these d’Université portaient sur trois points essayant de répondre

a différentes problématiques posées dans le cadre de ces anomalies du développement oculaire:

- Le premier objectif concernait la description de la fréquence d’implication des principaux
geénes d’AM dans une cohorte constituée de 150 patients AM.

- Le deuxiéeme objectif visait a étudier la variabilité phénotypique associée aux mutations des
genes connus d’AM. Je me suis plus particulierement intéressé aux spectres phénotypiques
secondaires aux mutations des geénes STRA6 (initialement impliqué dans une forme
syndromique d’AM) et OTX2 (initialement impliqué dans une forme isolée d’AM).

- Enfin, le troisieme objectif de mon travail avait pour but d’identifier de nouveaux génes
d’AM. Quand j’ai débuté ce travail, plusieurs approches avaient été définies en paralléle :

0 approche par géne candidat,
0 recherche de remaniement chromosomique par CGH-array,
0 et une approche fondamentale visant a identifier les genes régulés par les facteurs

de transcription déja impliqués dans les AM.

Concernant cette derniere approche, nous avions initialement prévus de sélectionner les meilleurs
genes candidats pour les séquencer chez nos patients. La révolution du séquencage haut débit
apparue pendant mon travail de thése a fait évoluer les modalités d’analyse et nous a permis de
séquencer un grand nombre de ces genes candidats simultanément. Des analyses pan-génomique de

type séquencage d’exome ont également été utilisées.
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CHAPITRE II

ANALYSE MOLECULAIRE
DES GENES CONNUS
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Introduction

La premiére partie de mon travail a consisté a étudier la fréquence de I'implication des genes d’AM
dans notre cohorte de patient. J’ai pu au cours de ma formation médicale dans le service de
Génétique Médicale de Toulouse participer a la mise au point des analyses moléculaires de certains
génes d’AM (SOX2, OTX2, RAX, FOXE3, STRA6) et séquencer les premiéres séries de patients. Ces
diagnostics sont maintenant proposés dans un cadre diagnostic en routine dans notre laboratoire.
Pour les patients sans mutation identifiée, il leur a été proposé de participer a notre projet de
recherche d’identification de nouveaux génes d’AM dans le cadre d’un PHRC national obtenu en

2009 (PHRC 09 109 01).

Méthodes et Résultats

De nombreux génes ont été identifiés dans des formes syndromiques et non syndromiques d’AM.
Nous avons progressivement mis au point I'analyse moléculaire des genes d’AM au fur et a mesure
de leur description dans la littérature. Sept genes (GDF6, FOXE3, OTX2, PAX6, RAX, SOX2, et VSX2)
ont été étudiés de maniere systématique dans notre cohorte de patients. Les genes plus récemment

décrits n’ont pas été systématiquement étudiés dans cette cohorte.

Nous avons analysé ces sept genes (GDF6, FOXE3, OTX2, PAX6, RAX, SOX2, et V5X2) dans une cohorte
de 150 cas index. Parmi les patients, 41 avaient une anophtalmie clinique d’au moins un ceil, 53 une
microphtalmie, et 56 une microphtalmie colobomateuse. L’atteinte était unilatérale chez 41 patients
et bilatérale (parfois asymétrique) chez 109. L’atteinte était considérée comme " isolée" (strictement
isolée, associée a une autre atteinte oculaire [microphtalmie complexe], ou associé a une déficience
intellectuelle sans malformation cérébrale) chez 86 patients, et "syndromique" (associée avec
d’autres malformations) chez 64 patients. La majorité des cas (122/150) étaient sporadiques. Une
histoire familiale était présente pour 28 patients, évoquant 13 fois une transmission dominante (un
parent atteint), douze fois une transmission récessive (atteinte dans la fratrie). Dans 3 familles le
mode de transmission était inconnu (atteinte chez des cousins au premier degré). Dans notre

cohorte, 14 cas index avaient des parents apparentés.

L'analyse de ces sept genes a permis d’identifier des mutations causales chez 32 des 150 patients

(21%).

Les résultats de ces analyses moléculaires sont décrits dans les 2 articles suivants:
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- Articlen’1
N. Chassaing et al. "Molecular findings and clinical data in a cohort of 150 patients with

anophthalmia/microphthalmia." Clin Genet Sous Presse

- Article n®2
L. Lequeux et al. (2008). "Confirmation of RAX gene involvement in human anophthalmia." Clin Genet

74(4): 392-5.

D’autres anomalies génétiques causales ont été recherchées, et des anomalies ont pu étre mises en
évidence par CGH-array, ou lors de I'analyse moléculaire de certains génes impliqués initialement
dans des formes syndromiques (comme STRAG6), ou dans des génes plus récemment décrits et exclus
de l'analyse systématique (comme ALDH1A3 et RARB). Ces analyses supplémentaires n’ont
cependant pas été réalisées chez tous les patients de la cohorte, et il est donc difficile de tirer des
conclusions générales. Les phénotypes de ces patients sont discutés dans les chapitres
correspondants (phénotype liée aux mutations du géne STRA6, recherche de nouveaux génes par

CGH-array, travaux collaboratifs).

Un troisieme article décrivant les résultats moléculaires obtenus dans une anomalie du
développement syndromique de la chambre antérieure (syndrome de Peters-plus) est également

associé a ce travail :

- Article n°3
Dassie-Ajdid J et al. (2009). "Novel B3GALTL mutation in Peters-plus Syndrome." Clin Genet 76(5):
490-2.
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Figures supplémentaires

Deux figures supplémentaires, non présentes dans les articles publiés ont été rajoutées avant les

articles. Ces figures montrent les résultats complémentaires obtenus en QMPSF et en CGH-array.

- Figure 23 : Exemple de résultats obtenus lors de la recherche de remaniement génique
par QMPSF dans notre cohorte de patients.
- Figure 24 : Analyse par CGH-array Agilent 180K des délétions identifiées par QMPSF dans

la cohorte de patients AM.

Conclusion

La spécificité de notre laboratoire hospitalier de Génétique Médicale a permis un recrutement
national et international d’un grand nombre de patients. Nous avons au fil des années développés
des analyses moléculaires secondairement a la découverte de nouveaux genes et ainsi pu colliger les
résultats d’'une analyse moléculaire poussée dans le plus grande série de patient rapportée. En plus
de définir la fréquence de I'implication de chaque géne dans les AM, nous avons pu reprendre les
phénotypes et décrire certaines particularités (cf. chapitre suivant). Malgré I'analyse systématique de
7 geénes, nous n’avons identifié une anomalie génétique que chez environ 25 % des patients. Cette
proportion devrait pouvoir étre améliorée avec le développement des techniques de séquencage
haut ou moyen débit qui permettront de tester des lots de genes plus important pour chaque
patient. Malgré cela, il reste a I’heure actuelle de nombreux genes d’AM non identifiés et ce travail

d’identification de nouveaux génes correspond a la plus grande partie de mon travail de these.

Outre l'intérét fondamental en biologie du développement, la connaissance de la cause de la
malformation oculaire est un élément important dans la prise en charge des patients (en connaissant
le spectre phénotypique associé au géne en cause) et de leurs familles (en permettant un conseil
génétique précis et éventuellement la possibilité d’un diagnostic prénatal précoce ou

préimplantatoire).
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Figure 23: Exemple de résultats obtenus lors de la recherche de remaniement génique par QMPSF dans notre
cohorte de patients.

Profils d’amplification de trois patients différents (a, b, c). Deux fragments des genes OTX2, RAX, SOX2 et VSX2
et deux fragments témoins (RYR3 et HFE63) sont amplifiés simultanément au cours d’'une PCR multiplexe. Les
intensités des différents pics sont comparés entre les patients (en bleu) et le témoin (en rouge) et normalisés
par rapport aux amplifiés témoins. Les délétions sont visualisées par une diminution de moitié de la hauteur
des pics et indiqués par des fleches. Cette analyse a permis la mise en évidence de délétion des génes OTX2 (a),
RAX (b) et SOX2 (c).

Figure 24: Analyse par CGH-array Agilent 180K des délétions identifiées par QMPSF dans la cohorte de
patients AM.

Présence de délétions emportant le gene OTX2 (a, b), le géne RAX (c) et le géne SOX2 (d, e, f, g). Les positions
des genes d’AM situés dans les régions délétées ont été entourées d’un cercle rouge. Cette analyse a permis de
confirmer la présence des délétions précédemment identifiées par QMIPSF et de caractériser précisément la
taille (variable) de ces délétions.
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ARTICLE 1

Molecular findings and clinical data in a cohort of 150 patients with anophthalmia/microphthalmia

Clinical Genetics

Sous Presse

N. Chassaing, A. Causse, A. Vigouroux, A. Delahaye, J.-L. Alessandri, O. Boute-Benejean, H. Dollfus, B. Duban-
Bedu, B. Gilbert-Dussardier, F. Giuliano, M. Gonzales, M. Holder-Espinasse, B. Isidor, M.-L. Jacquemont, D.
Lacombe, D. Martin-Coignard, M. Mathieu-Dramard, S. Odent, O. Picone, L. Pinson, C. Quelin, S. Sigaudy, A.

Toutain, C. Thauvin-Robinet, J. Kaplan and P. Calvas

Comme nous I'avons vu en introduction sur les aspects moléculaires impliqués dans les anomalies du
développement oculaire de type AM, des mutations dans de nombreux genes ont été décrites
associées aux AM. Dans cet article, nous décrivons les résultats de I'analyse moléculaire de sept

génes réalisés dans une cohorte de 150 patients index atteints d’AM.

Le premier résultat de cette étude concerne le taux de détection de mutations dans ces génes. Des
mutations ont été identifiées chez 32 patients (21 %). Ce taux de détection augmente avec la sévérité
de I'atteinte oculaire et atteint 54% dans I'anophtalmie. Il s’accroit Iégérement en présence d’une
histoire familiale (32%). A contrario, lorsque I'atteinte ophtalmologique est unilatérale, des
mutations sont identifiées seulement chez 10 % des patients contre 26 % des patients dont |’atteinte

est bilatérale.

61



Cette étude montre également la fréquence de I'implication de chacun des sept génes étudiés. Nous
confirmons ainsi I'implication prépondérante du gene SOX2, a I'origine du phénotype oculaire chez
18/150 patients (12 %). OTX2 et RAX arrivent ensuite en terme de fréquence avec respectivement 5
(3,5 %) et 4 (2,5 %) patients porteurs de mutations délétéres. Les autres genes sont plus rarement en

cause chez nos patients.

Sur le plan du diagnostic moléculaire, nous montrons dans cette étude I'apport du dosage génique
par la QMPSF pour rechercher des remaniements. lls représentent une part non négligeable des
mutations causales. Par exemple, plus d’un quart des mutations identifiées dans le géne SOX2 (5/18)

correspond a des délétions de ce gene.

Concernant le gene SOX2, I'analyse complémentaire en CGH-array 180K, réalisée par le Dr. Andrée
Delahaye a I'hopital Jean Verdier a Bondy, a permis de caractériser finement ces remaniements, et a
montré que la taille des délétions identifiées étaient variables d’un patient a l'autre (absence de

délétion récurrente).

Nous avons pu confronter les données phénotypiques des patients mutés de notre cohorte avec les
données de la littérature, et avons confirmé la variabilité phénotypique inter- et intrafamiliale
observée pour les différents génes étudiés. Une description détaillée du phénotype des 32 patients

mutés a été incluse dans une note additionnelle a cet article.

Enfin cette étude souligne la difficulté du conseil génétique en raison de mode de transmission
variable en fonction des genes impliqués, de la variabilité phénotypique oculaire et extra-oculaire
importante, d’'une pénétrance parfois incompléete, et de la description de mosaiques germinales pour
les genes a transmission autosomique dominante. Ces connaissances sont essentielles a la bonne

prise en charge des patients et de leurs familles.
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Clinical spectrum and molecular findings in a cohort of 150 patients with
microphthalmia/anophthalmia

SUPPLEMENTARY NOTE:

- Methods
- Clinical data for the mutated patients

METHODS
- Direct sequencing

After PCR amplification of coding exons and exon-intron boundaries using pairs of primers derived
from published sequences (Supp. Table 1), PCR fragments were sequenced using Big Dye 1.1 DNA
sequencing kit (Applied Biosystems, UK) on a ABI3130XL sequencer (Applied Biosystems, UK).
Missense mutations pathogenic effect was evaluated in silico by using Polyphen-2
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) and SIFT (http://sift.jcvi.org/) softwares.

- QMPSF analysis

Oligonucleotide primer pairs for amplifying two fragments of each of OTX2, RAX, SOX2, and VSX2
genes and two control fragments of reference genes (HFE63 and RYR3), were used to construct the
multiplex PCR set. All primers carried a 10 nucleotides sequence extension at their 5’ end and all
forward primers were 5’-labelled with the 6-FAM fluorochrome. Amplicon sizes range from 115 bp to
242 bp (Supp. Table 1). DNA fragments generated by QMPSF were separated on an ABI 3130XL
sequencer (Applied Biosystems, UK), and the resulting fluorescence profiles were analysed with
Genemapper v3.1 software (Applied Biosystems, UK). The presence of a deletion was indicated by a
two-fold reduction in the height of the corresponding peak.

- Array-CGH

Seven of the eight deletions identified by QMSF analysis were subsequently analyzed by array-CGH in
order to better characterize the size of these deletions. Oligonucleotide array-CGH was performed
using the SurePrint G3 Human CGH Microarray Kit 180K (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
The arrays include a total of 180 880 probes, with an overall median probe spacing of 13 kb. The data
were graphed and analysed using Agilent CGH Analytics software (statistical algorithm: ADM-2,
sensitivity threshold: 6.1). Only gains or losses that encompassed at least three consecutive
oligomers on the array were considered.



CLINICAL DATA FOR THE MUTATED PATIENTS

Patient 1 (SOX2 deletion), Fig 1A

A 32 year old woman born to healthy unrelated parents. She had one healthy sister. She was
delivered at 40 weeks gestation with normal measurements. Bilateral anophthalmia was evident at
birth. She had severe developmental delay, sat at 36 months and never walked or talked. At age 28,
her height was 140 cm (-4 SD), her weight 27 kg (-4.5 SD), and her head circumference was 47 cm (-5
SD). Facial dysmorphism included coarse facies, large nares, thick lips and long and thin fingers and
toes. She has had seizures and MRI scans showed agenesis of the corpus callosum, optic nerve
hypoplasia, and hypoplasia of the vermis. QMPSF analysis identified a deletion of SOX2. CGH array
showed that the deletion size was 3.8 Mb (Sup Table 2). Parental DNA was unavailable.

Patient 2 (SOX2 deletion)

A male foetus at 30 weeks gestation. The parents were unrelated and healthy. At 24.5 weeks
gestation an ultrasound scan detected left anophthalmia. MRI scan confirmed the absence of the left
ocular globe. No cerebral abnormality was detected. The parents decided to terminate the
pregnancy. At autopsy, moderate right microphthalmia was found in addition to the left
anophthalmia. Apart from a right single palmar crease, no other abnormality was detected.
Measurements were normal for the gestational age (length 39.5 cm, weight 1.310 kg, and OFC 26
cm). QMPSF analysis identified a deletion of SOX2. Parental studies showed that this deletion
occurred de novo.

Patient 3 (SOX2 deletion), Fig 1B

A 8 year old boy, born to healthy unrelated parents. He had one healthy brother and one healthy
sister. He was delivered at 38 weeks gestation with normal measurements (length 48.5 cm, weight
3.460 kg, and OFC 35.5 cm). At birth, bilateral anophthalmia was evident. He had developmental
delay, and walked at age 4. The IQ was estimated to be 60. At age 8, his height was 107 cm (-3.5 SD),
his weight 16.2 kg (-2.5 SD), and his head circumference 50 cm (-2 SD). MRI scans showed hypoplasia
of the corpus callosum and periventricular heterotopia. QMPSF analysis identified a deletion of SOX2.
CGH array demonstrated that this patient had a 3926 microdeletion (330 kb, Sup Table 2) involving
SOX2.

Patient 4 (SOX2 deletion)

A 5 year old boy, born to healthy unrelated parents. At birth, bilateral anophthalmia and micropenis
were noted. He had severe developmental delay, and was unable to walk alone at age 5. He had
short stature secondary to GH insufficiency. No cerebral abnormality was detected by MRI. QMPSF
analysis identified a deletion of SOX2. CGH array showed that this patient had a small deletion (80 kb,
Sup Table 2) involving only one gene, SOX2. Parental studies showed that this deletion occurred de
novo.



Patient 5 (SOX2 deletion)

A female foetus at 30 weeks gestation. The parents were healthy and unrelated. She had one
healthy sister and one healthy brother. At 22 weeks gestation an ultrasound scan showed suspected
esophageal atresia. A karyotype performed on the amniotic fluid was normal (46, XX). At 30 weeks
gestation, there was an intrauterine fetal death. Length, weight and OFC were respectively 43 cm
(+1.5 SD), 1.342 kg (-1 SD) and 28 cm (median). Autopsy confirmed the presence of esophageal
atresia, and identified left ocular involvement, hemi-uterus, and ante-positioned anus. Ocular
involvement consisted of left microphthalmia with sclerocornea, retinal dysplasia and athalamia. The
contralateral eye was normal, as were the cerebral structures. Weight, length and head
circumference were all normal (0 SD). QMPSF analysis identified a deletion of SOX2. CGH array
showed that the deletion size was 4.3 Mb (Sup Table 2). Parental studies showed that this deletion
occurred de novo.

Patient 6 (SOX2, p. [Ala29Glyfs*66];[=])

This case has already been reported (1). She presented at birth with short palpebral fissures and
closed eyelids, with no palpable eyeball. CT scan and post-mortem examination confirmed bilateral
anophthalmia. She had type Ill esophageal atresia, and a diagnosis of AEG syndrome (Anophthalmia,
Esophageal atresia, Genital abnormalities, MIM (206900) was made. SOX2 molecular screening
identified a heterozygous deletion (c.70_86del) leading to a frameshift and premature termination of
translation (p.Ala29Glyfs*66). Direct sequencing of SOX2 in the parents failed to identify this
mutation. During her mother’s subsequent pregnancy, an ultrasound scan examination detected
severe and progressive triventricular hydrocephalus. The pregnancy was terminated in the 20th
week. Autopsy of the female fetus demonstrated stenosis of the aqueduct of Sylvius, associated with
hypoplasia of the corpus callosum, and identified the presence of 11 rib pairs. No other malformation
was identified. External ocular examination was normal, and ocular length (10 mm) corresponded to
that of age-matched fetuses. Furthermore, extensive microscopic examination ruled out any subtle
anomaly of the ocular structures. Molecular analysis showed that the fetus was also bearing the
c.70_86del mutation suggesting germinal mosaicism. Using semiquantitative capillary
electrophoresis of fluorescent SOX2 PCR fragments encompassing the deleted region, we were able
to identify the presence of somatic mosaicism, corresponding to about 3 % of the cells, in the mother

(2).

Patient 7 (SOX2, p.[Asn33Glyfs*66];:[=])

A female foetus at 28 weeks gestation. The parents were healthy and unrelated. At 22 weeks
gestation an ultrasound scan identified bilateral anophthalmia. An MRI scan at 27.5 weeks gestation
confirmed the absence of the ocular globes. No cerebral abnormality was detected. The parents
decided to terminate the pregnancy. Autopsy confirmed bilateral anophthalmia, with no other
malformations. In particular, the neuropathology examination was normal. Measurements were
within the normal range (+1 SD) for the gestational age. SOX2 molecular screening identified a



heterozygous duplication (c.86_95dup) leading to a frameshift and premature termination of
translation (p.Asn33Glyfs*66). Parental studies showed that this mutation occurred de novo.

Patient 8 (SOX2, p.[Trp51Arg];[=])

A 4 years old boy born to healthy unrelated parents. His mother had two miscarriages. He was
delivered at 40 weeks gestation with normal measurements (length 51cm, weight 3.360 kg and OFC
34 cm). Right anophthalmia and left colobomatous microphthalmia were noted at birth. He had
developmental delay, sat at 12 months, walked at 36 months and spoke his first words at 26 month:s.
At age 3.5, his height was 104 cm (+1.5 SD), his weight 21 kg (+3 SD), and his head circumference 50
cm (-1 SD). He had micropenis, and hypogonadism which was treated with hormone therapy. MRI
scans showed hypoplasia of the corpus callosum, and posterior pituitary agenesis. SOX2 molecular
screening led to the identification of a heterozygous missense mutation (p.Trp51Arg). Parental DNA
was unavailable.

Patient 9 (SOX2, p.[Arg53Hisfs*37]:[=])

A male foetus at 23 weeks gestation. The parents were consanguineous and healthy . At 22 weeks
gestation an ultrasound scan identified bilateral anophthalmia and ventriculomegaly. The parents
decided to terminate the pregnancy. Autopsy confirmed bilateral anophthalmia. Measurements were
normal for the gestational age. Neuropathologic examination identifies atresia of the aqueduct of
Sylvius. No other malformations were seen. This fetus had subtle dysmorphic features with mild
hypertelorism and micrognathia. SOX2 molecular screening identified a heterozygous
deletion/insertion (c.158 174delinsATG) leading to a frameshift and premature termination of the
translation (p.Arg53Hisfs*37). Parental studies showed that this mutation occurred de novo.

Patient 10 (SOX2, p.[His67Profs*35]:[=])

A male foetus, at 24 weeks gestation. The parents were healthy and unrelated. At 22 weeks an
ultrasound scan identified bilateral anophthalmia and hypotelorism. The parents decided to
terminate the pregnancy. Autopsy showed bilateral extreme microphthalmia with absent lens and
retinal dysplasia. Measurements were normal for the gestational age. In addition, a bifid xiphoid
process was noted. SOX2 molecular screening identified a heterozygous deletion (c.200delA) leading
to a frameshift and premature termination of translation (p.His67Profs*35). Parental studies showed
that this mutation occurred de novo.

Patient 11 (SOX2, p.[Arg74Pro];[=]), Fig 1C

A 37 year old woman born to unrelated parents. She had one healthy sister. Ultrasound scans
demonstrated bilateral extreme microphthalmia. She was delivered at 40 weeks of gestation with
normal measurements (length 49 cm, weight 3.600 kg). Bilateral extreme microphthalmia was



confirmed at birth. She had developmental delay, sat at 12 months, and walked at 24 months and
spoke her first words at 26 months. She had moderate intellectual impairment. At age 37, her height
was 154 cm (-1.25 SD), and her weight 65 kg (+2 SD). She had hypogonadism. Cerebral MRI scans did
not identify additional abnormalites. SOX2 molecular screening allows identification of a
heterozygous missense mutation (p.Arg74Pro). Screening for this mutation in her mother was
negative. Her father was deceased, and was thus not studied.

Patient 12 (SOX2, p.[Trp79Ser];[=])

A 17 year old man born to healthy unrelated parents. He had one healthy sister and one healthy
brother. He was delivered at 36 weeks of gestation with a birth weight of 2.500 kg and length of 46
cm. Bilateral anophthalmia was noted at birth. He had developmental delay, and walked at 48
months. He had moderate intellectual impairment. At age 17 his height was 164 cm (-2 SD), his
weight 52 kg (-1.75 SD), and his head circumference 53.5 cm (-2.5 SD). Cerebral MRI scan did not
identify additional abnormalities. He had supernumerary teeth and cleft palate. SOX2 molecular
screening identified a heterozygous missense mutation (p.Trp79Ser). Parental studies showed that
this mutation occurred de novo.

Patient 13 (SOX2, p.[Leu82Cysfs*20];[=] ), Fig 1D

A 2 year old girl born to healthy unrelated parents. Ultrasound scans showed bilateral extreme
microphthalmia, and left renal pelvic dilatation. She was delivered at 41 weeks gestation with normal
birth weight (3.020 kg). Bilateral extreme microphthalmia in addition to the left renal pelvic
dilatation was confirmed at birth. An atrial septal defect was also noted. She suffered respiratory
distress of unknown cause and had sequelae of perinatal anoxia. She had developmental delay, and
was unable to sit or speak at 26 months. At age 26 months, her height was 73 cm (-4 SD), her weight
9.220 kg (-2.25 SD), and her head circumference 44 cm (-3 SD). Dysmorphic traits included
microstomia, retrognathia and chin chondrofibroma. SOX2 molecular screening identified a
heterozygous deletion (c.245delT) leading to a frameshift and premature termination of translation
(p.Leu82Cysfs*20). Parental studies showed that this mutation occurred de novo.

Patient 14 (SOX2, p.[Thr85Thrfs*17];[=])

A 8 year old boy, born to healthy unrelated parents. He was delivered at 38 weeks of gestation
weighing 2.830 kg (-1SD), with a length of 45 cm (-2 SD) and an OFC of 34 cm (median). At birth,
bilateral anophthalmia was noted. He had developmental delay, sat at 24 months, and walked at 7
years. At 8 years his height was 115 cm (-3 SD), his weight 18 kg (-2.5 SD), and his head
circumference 49.5 cm (-2.5 SD). He had bilateral cryptorchidism. Cerebral MRI scan revealed left
cerebellar hemisphere hypoplasia, and moderately enlarged lateral ventricles. SOX2 molecular
screening identified a heterozygous deletion/insertion (c.255_256delGGinsT) leading to a frameshift



and premature termination of the translation (p.Thr85Thrfs*17). Parental studies showed that this
mutation occurred de novo.

Patient 15 (SOX2, p.[Glu104*];[=])

A 11 year old boy, third son of healthy unrelated parents. At birth, he was noted to have left extreme
microphthalmia and right anophthalmia associated with esophageal stenosis, and micropenis. A
diagnosis of AEG syndrome was made. He had developmental delay, and at age 11 years, he was
unable to walk alone or speak. He developed seizures. At age 11, his height was 127 cm (-2.5 SD), and
his weight 27 kg (-1.25 SD). SOX2 molecular screening identified a heterozygous nonsense mutation
(p.Glu104*). Parental studies showed that this mutation occurred de novo.

Patient 16 (SOX2, p.[Tyr160*];[=])

A male foetus of 23.5 weeks gestational age. The parents were healthy and unrelated. At 22 weeks
gestation an ultrasound scan identified bilateral anophthalmia and bilateral cleft lip and palate, and
the parents decided to terminate the pregnancy. The length was 650g (+1 SD), height was 33cm (+2
SD) and OFC was 22 cm (+1 SD). Autopsy confirmed these abnormalities, and did not identify other
malformations. Of note, the neuropathology examination was normal. SOX2 molecular screening
identified a heterozygous 4 nucleotides duplication (c.70_86del) leading to a frameshift and
premature termination of translation (p.Ala29Glyfs*66).Parental DNA was unavailable.

Patient 17 (SOX2, p.[Tyr171*];[=])

A 20 year old woman born to healthy unrelated parents. She had one healthy brother. She was
delivered at 39 weeks of gestation weighing 2.900 kg (-0.5 SD), with a length of 48 cm (-0.5 SD) and
OFC at 32 cm (-1 SD). At birth, bilateral anophthalmia was noted. She had developmental delay,
walked at 6 years and had language delay. At age 20, her height was 155 cm (-1.5 SD) with a weight
of 40 kg (-2 SD). She had hypogonadism and GH deficiency. MRI scans showed hypoplasia of the
vermis and corpus callosum. SOX2 molecular screening identified a heterozygous nonsense mutation
(p.Tyr171%*). Parental studies showed that this mutation occurred de novo.

Patient 18 (SOX2, p.[Tyr200Serfs*2];[=]), Fig 1E

A 28 year old woman born to healthy unrelated parents. She had one healthy sister. She was
delivered at 40 weeks of gestation with normal measurements (length 50 cm, weight 3.770 kg, and
OFC 35.5 cm). Right microphthalmia and left anophthalmia were noted at birth. She had
developmental delay, sat at 11 months walked at 30 months and spoke her first words at 3.5 years.
She had severe intellectual deficiency. At age 28, her height was 158 cm (-0.75 SD), her weight 62 kg
(+1.5 SD), and her OFC 55.5 cm (median). She had hypogonadism and GH deficiency. Dysmorphic
traits included narrow auditory canals, upper labial frenulum, tapering fingers, pes planus. The MRI



was normal. SOX2 molecular screening identified a heterozygous deletion (c.599delA) leading to a
frameshift and premature termination of the translation (p.Tyr200Serfs*2). Parental studies showed
that this mutation occurred de novo.

Patient 19 (OTX2 deletion)

A male foetus at 33 weeks of gestation. The parents were healthy and unrelated. At 22 weeks of
gestation an ultrasound scan identified bilateral anophthalmia and mild ventricular dilatation. An
MRI scan confirmed the bilateral anophthalmia and the ventriculomegaly, and identified hypoplasia
of the vermis and temporal pachygyria. The parents decided to terminate the pregnancy. Autopsy
showed bilateral anophthalmia with absence of optic nerves and chisama. Histological analysis of the
brain showed the presence of temporal cortical dysplasia, and vermian neuronal heterotopia.
Measurements were normal for the gestational age (length 45 cm, weight 1.800 kg, and OFC 30 cm).
No other abnormality was found. QMPSF analysis identified a deletion of OTX2. CGH array showed
that the deletion size was 7.7 Mb (Sup Table 2). Parental DNA was unavailable.

Patient 20 (OTX2 deletion)

This patient and his family have previously been reported (Patient 3, Family C, (3)). 8 patients shared
the same 2.3 Mb deletion encompassing the OTX2 gene (Sup. Table 2). There is wide intrafamilial
phenotypic variability and patients have various combinations of colobomatous microphthalmia,
palate anomalies, facial dysmorphism, renal malformation, microcephaly, and intellectual disability
(some have low-normal intelligence), and speech problems sometimes associated with strabismus or
nystagmus. One was asymptomatic (3).

Patient 21 (OTX2, p[.Arg97*]:[=])

A male foetus at 23.5 weeks gestation. The parents were healthy and unrelated. At 22 weeks of
gestation an ultrasound scan identified isolated unilateral anophthalmia. Measurements were
normal for the gestational age. OTX2 molecular screening identified a heterozygous nonsense
mutation (p.Arg97%*). Parental DNA was unavailable.

Patient 22 (OTX2, p.[Arg97*]:[=])

This 31 year old woman had severe unilateral microphthalmia. Ocular involvement was isolated,
without additional abnormality or intellectual impairment. Her father and her paternal grandmother
were also affected by isolated unilateral microphthalmia. OTX2 molecular screening identified a
heterozygous nonsense mutation (p.Arg97*) inherited from the symptomatic father. She had two
pregnancies interrupted, one in which the foetus had bilateral severe microphthalmia, and the other
in which the foetus displayed otocephaly-dysgnathia complex (4). Both fetuses shared the OTX2
p.Arg97* heterozygous mutation.



Patient 23 (OTX2, p.[GIn106Asnfs*11];[=]), Fig 1F-G

This patient and his family have been reported previously (Patient IV-7, Family A, (5)). In family A, 17
members displayed micro/anophthalmia segregating with autosomal dominant inheritance and
sometimes associated with a variable degree of intellectual disability (moderate to severe), three
patients were diagnosed as otocephalic, and one patient displayed clinical features overlapping both
micro/anophthalmia and otocephaly, which we consider to be an intermediate phenotype. OTX2
molecular screening identified a heterozygous deletion (c.316delC) leading to a frameshift and
premature termination of translation (p.GIn106Asnfs*11). All affected members screened shared this
mutation.

Patient 24 (RAX, p.[Tyr160His];[Arg188GIn]), Fig 1H

A 4 year old boy born to healthy unrelated parents. He was delivered at 40 weeks of gestation with
normal measurements (length 50 cm, weight 3.060 kg, and OFC 34 cm). Bilateral extreme
microphthalmia was noted at birth. He had developmental delay, sat at 8 months, and was unable to
walk at 4 years. He had speech delay. At age 4, his height was 97.5 cm (-1 SD), his weight 15 kg (-0.5
SD), and his OFC 51.5 cm (+0.5 SD). RAX molecular screening identified two heterozygous missense
mutations (p.Tyr160His and p.Arg188GIn). Parental studies confirmed the biparental transmission of
the mutations.

Patient 25 (RAX, p.[Arg187GIn];[Arg187GIn])

A 18 month old boy born to healthy consanguineous parents. He had bilateral extreme
microphthalmia. He had developmental delay, sat at 16 months, and was unable to walk at 18
months. He had severe constipation and a polyuria-polydipsia syndrome. At age 18 months, his
height was 80 cm (0 SD), and his weight 12 kg (+1 SD). RAX molecular screening identified a
homozygous missense mutation (p.Argl87GIn). Parental studies confirmed the biparental
transmission of the mutations.

Patient 26 (RAX, p.[Ser222Argfs*62]:[Tyr303*])

This patient has previously been reported (6). She is a 2 year old girl, the third child of non-
consanguineous healthy parents. Delivery occurred at 41 weeks of amenorrhea with a birth weight of
3.200 kg. At birth, bilateral small palpebral features were noted without other malformation or
dysmorphic features. Anophthalmia was subsequently confirmed. Psychomotor development was
within the normal range with head held up at three months, sitting at ten months, walking at 1 year.
Speech developed normally. Slight growth retardation was recorded at 14 months, with weight at -
0.5 SD (9.020 kg), height at -1 SD (72 cm) and head circumference at -2 SD (44 cm). Orbital and



cranial MRI scan showed bilateral absence of the eyes with only fibrous tissue in the orbits. No
cerebral malformation was observed. RAX molecular screening identified two heterozygous
mutations (p.Ser222Argfs*62 and p.Tyr303*). Parental DNA was unavailable, but we were able to
demonstrate that these two mutations were each located on a different allele.(6)

Patient 27 (RAX, p.[Ser222*]:[RAX deletion] ), Fig 11

A female foetus at 26.5 weeks gestation. The parents were healthy and unrelated. At 22 weeks of
gestation an ultrasound scan identified bilateral anophthalmia; this malformation was subsequently
confirmed by MRI scan. No cerebral abnormality was detected. The parents decided to terminate the
pregnancy. Autopsy confirmed bilateral anophthalmia, and did not find other malformations. In
particular, the neuropathology examination was normal. Measurements were normal for the
gestational age. RAX molecular screening identified an apparently homozygous nonsense mutation
(p.Ser222*). Parental studies failed to identify the nonsense mutation. A microsatellite marker
segregation study ruled out a sampling error. QMPSF analysis identified a heterozygous deletion of
RAX. CGH array showed that the deletion size was 1.7 Mb (Sup Table 2). This deletion was inherited
from the asymptomatic mother. These results demonstrated that patient 27 was compound
heterozygous for a large deletion encompassing RAX, inherited from the mother, and a de novo
nonsense mutation on the paternal allele.

Patient 28 (FOXE3, p.[Ala230Argfs*2];[Ala230Argfs*2])

A 7 year old girl born to healthy unrelated parents. She was delivered at 40 weeks gestation with
normal measurements. Bilateral microphthalmia with sclerocornea was noted at birth. At age 7, her
height was 36 cm (+3 SD), her weight 29 kg (+3 SD), and her OFC 52 cm (+0.5 SD). She sat at 7
months, walked at 17 months, and had severe speech delay associated with autistic features. She has
one affected cousin born to consanguineous parents. FOXE3 molecular screening identified a
homozygous frameshift mutation (p.Ala230Argfs*2).

Patient 29 (FOXE3, p.[Cys240*];[Cys240*]), Fig 1)

A 23 year old woman born to healthy consanguineous parents. She had one affected sister and one
healthy brother. She was delivered at 39 weeks gestation with a birth weight of 2.500 kg (-2 SD). At
three weeks of age, her length was 47.5 cm (-2.5 SD) and her OFC 34 cm (-1.5 SD). She had bilateral
microphthalmia with sclerocornea. She had normal motor development and no intellectual
deficiency. At age 23, her height was 152 cm (-2 SD), her weight 69 kg (+2.5 SD), and her OFC 55.5 cm
(median). She had polycystic ovarian syndrome. The MRI showed hypoplastic optic nerves and
chiasma, without additional brain abnormalities. She had one affected sister aged 28 years, who had
bilateral microphthalmia, seizures, autistic features, and severe intellectual deficiency. FOXE3
molecular screening identified a homozygous mutation (p.Cys240*). DNA from the affected sister
and the parents was not available.



Patient 30 (PAX6, p.[Argl19Pro];[=])

This family has previously been reported (7). The index case suffered from bilateral microphthalmia
and sclerocornea, while her sister had a left microphthalmia and sclerocornea and right partial iris
hypoplasia. Both sisters shared the same PAX6 missense mutation (p.[Arg19Pro]).

Patient 31 (VSX2, p.[Gly24Glyfs*102]:[Gly223Arg])

A 9 month old girl born to healthy consanguineous parents. She had isolated bilateral extreme
microphthalmia without associated malformations. VSX2 molecular screening identified two
heterozygous mutations (p.Ala25Argfs*101 and p.Gly223Arg). Parental studies confirmed the
biparental transmission of the mutations.

Patient 32 (GDF6, p.[Pro327His];[=])

A 4.5 year old boy born to healthy unrelated parents. He was delivered at 40 weeks gestation with
normal measurements (length 51 cm, weight 3.910 kg, and OFC 34 cm). Unilateral colobomatous
microphthalmia was noted at birth. He had normal psychomotor development: he walked at 13
months and spoke his first words at 13 months. At age 4.5, his height was 110 cm (+0.75 SD), his
weight 18.5 kg (+0.5 SD), and his OFC 49.5 cm (-1.5 SD). There were no dysmorphic features. Heart,
kidneys and vertebrae were normal. GDF6 molecular screening identified a heterozygous missense
mutation (p. Pro327His) inherited from his asymptomatic father.
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ARTICLE 2

Confirmation of RAX gene involvement in human anophthalmia

Clinical Genetics

2008-74(4): 392-5

L. Lequeux, M. Rio, A. Vigouroux, M. Titeux, H. Etchevers, F. Malecaze, N. Chassaing and P. Calvas

En 2004, Voronina et al. avaient identifié par une approche géne candidats le premier patient AM lié

a des mutations du géne RAX (retina and anterior neural fold homeobox)*’.

Nous avons rapporté dans cet article le deuxieme cas d’atteinte oculaire secondaire aux mutations
du géne RAX. Il s’agissait d’'une patiente atteinte d’AM (anophtalmie gauche et microphtalmie avec
sclérocornée a droite) chez qui deux mutations délétéres (c.664delT [p.Ser222Argfs*62] et c.909C>G
[p.Tyr303*]) du géne RAX ont été retrouvées. Il n’a pas été possible d’étudier la ségrégation familiale
de ces mutations, mais ces deux mutations étant situées dans le méme exon, un clonage de cet exon

nous a permis de confirmer que ces mutations étaient situées sur un alléle différent (en trans).

Il s’agit donc dans cet article de la confirmation de I'implication du gene RAX dans I’AM. Sur 7 familles

avec une atteinte de ce géne décrites dans la littérature, 4 sont issues de notre cohorte (cf. Article 1).
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ARTICLE 3

Novel B3GALTL mutation in Peters-plus Syndrome

Clinical Genetics

2009-76(5): 490-2

Dassie-Ajdid, J., A. Causse, A. Poidvin, M. Granier, J. Kaplan, L. Burglen, D. Doummar, P. Teisseire, A. Vigouroux,

F. Malecaze, P. Calvas and N. Chassaing

L'anomalie de Peters est une anomalie du développement embryonnaire du segment antérieur de
I'ceil liée a une absence de développement de la membrane de Descemet et de I'endothélium au
centre de la cornée. Elle se caractérise par une opacité cornéenne centrale ou compléte, des
synéchies irido-cornéenne (adhérences de l'iris et de la cornée), et un glaucome. Cette anomalie
oculaire peut étre isolée ou étre intégré dans des formes syndromiques. Le syndrome de Peters-plus
associe a I'anomalie de Peters un retard statural, une brachydactylie, et de fagcon moins constante,
une déficience intellectuelle, une cardiopathie, une fente labiale ou labio-palatine, des anomalies
génitales et quelques critéres faciaux mineurs. Des mutations du géne B3GALTL (B1, 3-
galactosyltransferase-like) sont identifiées dans chez des patients avec syndrome de Peters-plus
“classique" (associant les signes cardinaux du syndrome [anomalie de la chambre antérieure, retard

statural, brachydactylie]) et ne sont pas retrouvées dans les formes incomplétes.

La premiere description de mutations de ce gene date de 2006 sur un modele monogénique avec
homogénéité allélique'®. Nous avions dans notre étude inclus quatre patients: deux avec un
syndrome de Peters-plus "classique" et deux avec une atteinte atypique. Nous avons retrouvés des
mutations chez les deux patients "classiques" et non dans les formes atypiques, comme
précédemment rapporté. Nous avons démontré une hétérogénéité allélique plus importante que

décrite initialement et rapporté la premiere mutation faux-sens délétere du gene B3GALTL.
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Introduction

Comme nous l'avons vu dans le chapitre précédent, la variabilité phénotypique chez les patients
porteurs de mutations dans les génes d’AM est tres importante. Cette variabilité s’exprime en inter-
et en intra- familial, mais de fagon trés intéressante, également en intra-individuelle. En effet
I'atteinte oculaire peut étre trés variable et trés asymétrique d’un ceil a I'autre chez un méme
patient. Ainsi, certains patients de notre cohorte, porteurs de mutations d’'un géne du
développement oculaire, présentent des atteintes (parfois séveres a type d’anophtalmie) strictement
unilatérale. La variabilité clinique s’exprime au niveau oculaire et également au niveau extra-oculaire,
les mémes genes pouvant étre a l'origine d’AM isolées ou d’AM syndromiques. Les observations
restent, a ce jour, trop peu nombreuses pour conclure quant aux proportions relatives des atteintes

isolées ou syndromiques liées aux mutations d’'un méme géne.

Au cours de mon travail de thése, jai pu m’intéresser plus particulierement a la variabilité

phénotypique de deux genes :

- le premier OTX2 était connu comme un gene d’AM "isolées" a pénétrance incomplete et
expressivité variable. Nous avons pu montrer que ce gene était également impliqué dans une
forme syndromique d’anomalie du développement de la mandibule, le syndrome agnathie-
otocéphalie.

- les mutations du deuxieme gene, STRA6, ont été décrites comme causales du syndrome de
Matthew-Wood également décrit par I'acronyme PDAC pour résumer les principales
malformations du syndrome (Pulmonary, Diaphragmatic, Anophthalmia, Cardiac). Nous
avons pu montrer que le spectre phénotypique des mutations de ce géne pouvait s’étendre a

des AM "isolées".

Dans ces deux exemples, les informations décrites ont été observées chez des patients (et leurs
apparentés) dont les prélevements avaient été analysés dans un cadre diagnostic de leur AM. A partir
des informations observées pour ces familles, des projets spécifiques ont été élaborés pour

confirmer nos hypothéses.
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llI-1 : Analyse des phénotypes liés aux mutations du géne OTX2
Introduction

L’agnathie correspond a I'absence de développement embryonnaire de la mandibule, la dysgnathie a
un développement anormal de celle-ci. L'otocéphalie est définie par une agnathie associée a une
fusion des oreilles sur la face antérieure du cou (synotie). Différentes malformations, et plus
particulierement des holoprosencéphalies, peuvent étre associées a |I'otocéphalie. Plusieurs modeles
murins ont été décrits avec une agnathie, notamment ceux liés a des mutations des génes Pgapl,
Twsgl et Otx2™* ** ' Chez I'hnomme, des mutations du géne PRRX1 ont été retrouvées chez

quelques patients otocéphales'®’.

Méthodes et Résultats

Nous avons émis I'hypothese de I'implication du gene OTX2 dans 'otocéphalie a partie d’une grande
famille de patients souffrant d’AM transmise selon un mode autosomique dominant sur 4
générations (17 membres atteints). Dans cette famille, deux cousins atteints d’AM ont eu un enfant
atteint d’otocéphalie. L’identification dans cette famille d’'une mutation du géne OTX2 (c.316delC),
associée aux données connues sur le modéle murin Otx2”, a suggéré le role des mutations de ce
géne dans 'otocéphalie. Pour confirmer cette hypothése, nous avons recruté dix cas sporadiques
atteints d’otocéphalie lors d’une premiére étude. Des analyses fonctionnelles réalisées sur un
modele de poisson zebre ont permis d’étayer les hypotheses émises a partir des résultats chez les
patients et de démontrer le role probable de facteurs modulateurs d’origine génétique. En effet,
I'inactivation conjointe chez le poisson zébre d'otx2 et d’autres génes du développement

mandibulaire potentialisait le phénotype mandibulaire.

Dans une seconde phase de ce travail, nous avons décrit quatre patients otocéphales
supplémentaires dont deux étaient porteurs d’'une mutation délétere du gene OTX2. Une de ces
mutations a été retrouvée chez un foetus otocéphale, issue d’'une famille ou se transmettait une
microphtalmie unilatérale sur 3 générations. Une délétion de novo du géne OTX2 a également été

identifiée chez un enfant décédé a la naissance, et atteint d’otocéphalie.
Les résultats de ces travaux sont décrits dans les 2 articles suivants:

- Articlen®4
Chassaing, N et al. (2012). "OTX2 mutations contribute to the otocephaly-dysgnathia complex." )
Med Genet 49(6): 373-9.
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- Article n°5
Patat et al. (2013) "Otocephaly-Dysgnathia Complex: description of four cases and confirmation of

the role of OTX2." Molecular Syndromology 4: 302-305

Figure supplémentaire

Une figure supplémentaire, non présentée dans I'article n°4 a été rajoutée a sa suite. Cette figure
montre le résultat de I'analyse du niveau d’expression des génes impliqués dans les modeéles
humains ou animaux d’otocéphalie aprés transfection par une vecteur d’expression d’OTX2 sauvage

ou porteur des mutations identifiées dans les deux familles décrites dans I'article 4.

- Figure 25 : Analyse d’expression des genes impliqués dans I'otocéphalie chez 'homme

et/ou la souris aprés transfection par un vecteur exprimant OTX2 normal ou muté

Conclusion

Nous avons pu montrer que des mutations du géne OTX2 initialement décrites dans les AM "isolées"
étaient impliquées dans I'otocéphalie, une anomalie majeure du développement mandibulaire. Nous
n’avons pas pu dans les familles mutées identifier les facteurs expliquant la variabilité d’expression
intrafamiliale, méme si les expériences sur le modele du zebrafish orientent vers la possibilité
d’implication de genes modificateurs. Une hétérogénéité génétique a été montrée dans I'otocéphalie
puisque des mutations du géne PRRX1 ont également été décrites chez ’'homme. D’autres genes sont
probablement impliqués et les mutations des genes PRRX1 et OTX2 ne sont retrouvées que chez une

minorité de patients.
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ARTICLE 4

OTX2 mutations contribute to the otocephaly-dysgnathia complex

Journal of Medical Genetics

2012-49(6): 373-9

N. Chassaing*, S. Sorrentino*, E. E. Davis, D. Martin-Coignard, A. lacovelli, W. Paznekas, B. D. Webb, O. Faye-
Petersen, F. Encha-Razavi, L. Lequeux, A. Vigouroux, A. Yesilyurt, S. A. Boyadjiev, H. Kayserili, P. Loget, D. Carles,

C. Sergi, S. Puvabanditsin, C. P. Chen, H. C. Etchevers, N. Katsanis, C. L. Mercer, P. Calvas and E. W. Jabs

Nous avons identifié la mutation c.316delC du gene OTX2 dans une famille ou une AM était
transmise sur un mode autosomique dominant sur 4 générations avec une expressivité variable.
Deux cousins atteints ont eu des enfants atteints d’otocéphalie suggérant un réle potentiel d’OTX2
dans le développement mandibulaire. Dans cette famille, on retrouvait de plus deux patients
associant une atteinte oculaire et mandibulaire. Pour démontrer le réle d’OTX2 dans le
développement de la machoire inférieure, nous avons recruté 10 patients otocéphales
supplémentaires et recherché des mutations de ce géne. Nous avons pu identifier chez deux d’entre
une mutation délétere décalant le cadre de lecture. Pour I'un des patients, la mutation frameshift
était héritée d’'une meére microphtalme. Cette famille n’a pas souhaité que les données les
concernant soient publiées. Pour l'autre patiente, la mutation c.130delC a été identifiée a |'état
hétérozygote. L'analyse des parents a montré que cette mutation était apparue de novo, apportant
un argument fort pour confirmer notre hypothése. Nous avons réalisé des analyses fonctionnelles
des mutations identifiées dans ces deux familles (c.130delC et c.316delC) pour confirmer leur effet
délétere : nous avons montré que I'expression d’OTX2 entrainait une surexpression du géne MSX1,
surexpression qui disparaissait lors de la transfection de des vecteurs d’expression OTX2 mutés (Fig.

25). De plus des analyses ont été réalisées en collaboration avec I'équipe du Pr Katsanis et du Dr
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Davis (Duke University, Durham NC, USA) pour confirmer le role d’otx2 dans le développement
mandibulaire sur un modeéle de poisson zébre. De maniere intéressante, nous avons pu montrer
gu’otx2 pouvait interagir avec les autres protéines précédemment impliquées chez I’homme ou la
souris dans I'otocéphalie (msx1, pgapl et prrx1) et que l'inactivation simultanée d’un de ces genes
potentialisait I’effet malformatif observé lors de I'inactivation du gene otx2. Nous avons recherché
dans ces genes candidats pour étre potentiellement des génes modificateurs du phénotype
mandibulaire des mutations qui auraient pu expliquer la variabilité d’expression intrafamiliale

observée pour les mutations d’OTX2.
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Developmental defects

OTX2 mutations contribute to the
otocephaly-dysgnathia complex
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ABSTRACT

Background Otocephaly or dysgnathia complex is
characterised by mandibular hypoplasia/agenesis, ear
anomalies, microstomia, and microglossia; the molecular
basis of this developmental defect is largely unknown in
humans.

Methods and results This study reports a large family
in which two cousins with micro/anophthalmia each
gave birth to at least one child with otocephaly,
suggesting a genetic relationship between anophthalmia
and otocephaly. OTX2, a known microphthalmia locus,
was screened in this family and a frameshifting mutation
was found. The study subsequently identified in one
unrelated otocephalic patient a sporadic OTX2 mutation.
Because OTX2 mutations may not be sufficient to cause
otocephaly, the study assayed the potential of otx2 to
modify craniofacial phenotypes in the context of known
otocephaly gene suppression in vivo. It was found that
otx2 can interact genetically with pgap?, prrx1, and msx1
to exacerbate mandibular and midline defects during
zebrafish development. However, sequencing of these
loci in the OTX2-positive families did not unearth likely
pathogenic lesions, suggesting further genetic
heterogeneity and complexity.

Conclusion Identification of OTX2 involvement in
otocephaly/dysgnathia in humans, even if loss of function
mutations at this locus does not sufficiently explain the
complex anatomical defects of these patients, suggests
the requirement for a second genetic hit. Consistent with
this notion, trans suppression of otx2 and other
developmentally related genes recapitulate aspects of
the otocephaly phenotype in zebrafish. This study
highlights the combined utility of genetics and functional
approaches to dissect both the regulatory pathways that
govern craniofacial development and the genetics of this
disease group.

INTRODUCTION

Otocephaly-dysgnathia (also known as otocephaly,
agnathia-holoprosencephaly, dysgnathia complex)
(OMIM #202650) is characterised by mandibular
hypoplasia or agenesis, ventromedial auricular
malposition (melotia or synotia), microstomia, and
oroglossal hypoplasia or aglossia. The mesenchyme-

forming neural crest is affected, resulting in
abnormal derivatives of the caudal portion of the
first branchial arch.! Additional malformations can
be associated with this condition, including, but
not limited to, failure of development of the
prosencephalon, resulting in midline defects as
severe as alobar hemispheres or cyclopia, anoph-
thalmia, microphthalmia, pituitary hypoplasia,
situs inversus, pulmonary hypoplasia, and limb
malformations.

Fewer than 150 cases have been documented,
with an incidence estimated to be 1 per 70000
births.? Two families have been reported with more
than one affected member® # In one example of
a genomic rearrangement, Pauli et al reported two
stillborn female infants with agnathia-holopro-
sencephaly who harboured an unbalanced 46,XX,
der18,t(6;18) (pter->p24.1 or p24.2::p11.21->qter)
translocation from a parent with a balanced
translocation t(6;18) (p24.1 or p24.2; pl11.21).°
Karyotypes of other cases of otocephaly described
in the literature have been normal, suggesting that
most causative lesions are either point mutations or
copy number variants that fall below detectable
thresholds for karyotype or microarray. Environ-
mental causes such as exposure to salicylates have
also been suspected contributors.®

Forward genetic screens in murine models have
identified numerous genes involved in otocephaly.
The first otocephaly locus was identified in
a screen for lethal mutations on chromosome 1,7
and the causal mutation was mapped to Pgap1
(post-glycosylphosphatidylinositol attachment to
proteins 1).° Ueda et al subsequently generated
Pgap1 deficient mice and showed that they reca-
pitulate the otocephalic phenotype and its variable
penetrance and expressivity, since the phenotype of
mutant pups ranged in severity from a normal face
to complete lack of mouth and jaw.” Loss of two
other murine genes has also been shown to cause
otocephaly-agnathia, in each case in a context
dependent fashion. On a C57BL/6 genetic back-
ground, loss of the twisted gastrulation gene 1
(Twsg1™~) results in anomalies of the first
branchial arch leading to agnathia, as well as
forebrain abnormalities.'® Finally, chimeric Otx2
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heterozygous knockout mice also display an otocephalic
phenotype, albeit with variable penetrance and expressivity
attributable in part to genetic background.'

In humans, molecular defects leading to otocephaly are largely
unknown. Recently, missense mutations in PRRX1 (paired-
related homoeobox gene 1) were identified in two sporadic cases of
otocephaly.'? 1?

OTX2 mutations have been observed in patients with isolated
severe ocular and pituitary malformations.’ ** Here, we report
the identification of a deleterious mutation in OTX2 in a large
French family in which variable expressivity extends from
micro/anophthalmia to otocephaly and is inherited in a domi-
nant manner among four generations. We subsequently
performed molecular screening of OTX2 in nine additional, non-
related otocephalic cases and identified a second sibship with an
OTX2 mutation. Despite OTX2 being a known microphthalmia
locus, our data suggested that this gene might also be necessary
but not sufficient in some families with otocephaly. To dissect
this apparently complex genetic model, we suppressed otx2
during zebrafish development and determined that: (1) o1x2 is
also necessary for correct mandible formation; and (2) otx2 can
interact genetically with other loci to modulate the severity of
mandibular malformations. Taken together, our data support
a causal role of OTX2 in otocephaly in humans but indicate that
other genetic factors are likely necessary for the manifestation of
the otocephalic phenotype.

Figure 1 Families and spectrum of
otocephaly-dysgnathia phenotypes. (A).
Pedigrees of families with phenotypic
descriptions and mutation analysis.
Otocephaly is indicated by dark
symbols. Patients with isolated
unilateral/bilateral microphthalmia and
anophthalmia are indicated by grey
symbols. Patients with an intermediate
phenotype (striped individuals in family
A) had additional features to ocular
findings including micrognathia, but did
not fulfil the criteria for otocephaly.
Index cases are shown by arrows.
Family A, IV-7 had bilateral
anophthalmia, intellectual disability, and
a heterozygous OTX2 mutation. Family
B, the proband was born to unaffected
parents +/M indicates heterozygous
presence of the familial mutation, while
+/+ represents homozygous wild type
alleles. If no genotype is indicated,

a DNA sample was not available for
testing. (B). Phenotypic spectrum of
OTX2 mutations in otocephalic and
intermediate phenotypes. In family A,
patient V-1 displayed otocephaly
(agnathia, microstomia, and synotia),
while patient IV-3 shared micro/
anophthalmic and otocephalic
(microretrognathia, rudimentary tongue,
hypoplasia of the upper pharynx)
features. Family B proband (lI-1) has
otocephaly with a tubular nose,
microstomia, agnathia, and moderately
low set ears.

SUBJECTS, MATERIALS AND METHODS

Patient samples

One family and nine sporadic otocephaly patients were included
in this study. Among the sporadic patients, four have been
reported previously elsewhere."®™" Informed consents with
appropriate ethics review committee approvals were obtained.
DNA was extracted from blood or fresh tissue for the family,
three sporadic patients, and asymptomatic parents of an
otocephalic patient; DNA was extracted from paraffin embedded
tissue for the remaining patients. Following DNA extraction
from paraffin embedded blocks, whole genome amplification
was performed using standard procedures (Sigma Aldrich, Lyon,
France).

Patient phenotypes

Patient descriptions including medical history, family history,
physical examinations, autopsy reports, and radiological studies
were obtained. Except for one family in which some members
display micro/anophthalmia, all patients were diagnosed as
sporadic cases of otocephaly-dysgnathia syndrome.

Complete clinical data for the family and the patient sharing
the OTX2 mutations are described in the supplementary mate-
rial. Briefly, in family A (figure 1A), 17 members display micro/
anophthalmia (supplementary figure 1) segregating with an
autosomal, dominant inheritance and sometimes associated
with a variable degree of intellectual disability (moderate to
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severe), three patients were diagnosed as otocephalic (figure 1A),
and one patient displayed clinical features overlapping both
micro/anophthalmia and otocephaly, which we consider to
be an intermediate phenotype (figure 1B and supplementary
figure 2). The second otocephalic patient (figure 1B) harbouring
an OTX2 mutation was a sporadic case (figure 1A) with no
familial history of ophthalmic or mandibular malformations.

Molecular analysis

Candidate gene analysis

We sequenced OTX2 in all index cases and extended our
sequencing to relatives when a change of interest was identified.
Since half of the DNAs were extracted from paraffin embedded
blocks, primer pairs were designed to amplify PCR products
<250 bases. Patients negative for OTX2 coding and flanking
splice site mutations were also screened for ALX4, MSX1,
PGAP1, PRRX1, and TWSG1 mutations when the amount of
DNA allowed such analyses (four out of eight patients). In
addition, the same loci were sequenced in the two families
with OTX2 mutations in search of candidate modifier alleles.
Primers and PCR conditions used are summarised in supple-
mentary table 1. Both DNA strands were sequenced using
the Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
(Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). GenBank accession
numbers were NM_021728.2 (OTX2), NM_024989.3 (PGAP1),
NM_020648.5 (TWSG1), NM_021926.3 (ALX4), and
NM_002448.3 (MSX1).

Functional studies

Zebrafish embryo manipulation and genetic interaction studies
Splice blocking morpholinos (MOs) targeting otx2, pgap1, prexia
and prrxe1b, and a translation blocking morpholino targeting
msx1 (Gene Tools, Philomath, Oregon, USA) were diluted to

Figure 2 0TX2 mutations in
otocephaly-dysgnathia complex. (A)
Electropherograms showing the two
OTX2 mutations identified in otocephalic
patients in comparison with wild type
sequence. Mutations were identified at
heterozygous state in patients and
amplimers were cloned in a pGEM-T
vector to better delineate sequence
variations. The asterisks are positioned
over the deleted nucleotides and
numbered according to GenBank
accession numbers NM_021728.2
(NM_172337.1). (B) The two OTX2
mutations identified herein are
predicted to result in a frameshift
leading to production of a truncated
protein or nonsense mediated decay.
An RNA or protein source was
unavailable to test the functional
outcome for either mutation. The
mutations and their predicted truncated
proteins are indicated at the top. The
type and location of the previously
reported OTX2 mutations identified in
micro/anophthalmic patients are indicated

appropriate concentrations with sterile, nuclease-free water (3 or
9 ng/nl for each MO for dose response; 3 ng/nl for genetic
interaction studies) and injected into wild-type zebrafish
embryos collected from natural matings at the 1—2 cell stage
according to standard procedures. Embryos were reared at 28°C
in 1-phenyl-2-thiourea beginning at 24 h post-fertilisation until
harvest at 5days post-fertilisation (dpf). All experiments
(n=66—75 embryos/injection) were repeated twice. To assess
cartilaginous craniofacial structures, embryos were anaes-
thetised with tricaine, fixed overnight in 4% paraformaldehyde,
and stained overnight in Alcian blue solution (0.1% Alcian blue,
70% ethanol, 1% HCI). Embryos were cleared with acidic
ethanol (70% ethanol, 5% HCI) for 4 h, dehydrated in 100%
ethanol, and imaged in glycerol. All images (live and Alcian blue
stained whole embryos) were acquired on a Nikon AZ100
stereoscope at 6X magnification using Nikon NIS Elements
software. To assess knockdown efficiency of each splice blocking
morpholino, we harvested total RNA from injected batches of
25 embryos using Trizol (Invitrogen, Grand Island, NY, USA)
according to the manufacturer’s instructions. Oligo-dT-primed
cDNA was then synthesised using SuperScriptlll reverse tran-
scriptase (Invitrogen) and cDNA was subsequently PCR ampli-
fied using primers flanking the MO target sites for each of orx2,
pgapi, prexia and prexb.

RESULTS

0TX2 is a candidate gene for otocephaly-agnathia

In family A, we identified a c.316delC mutation in exon 3 of
OTX2 (figure 2), a deletion predicted to result in a frameshift, p.
GIn106AsnfsX11. The truncated protein is predicted to termi-
nate at the end of the homeodomain within the glutamine
stretch (figure 2). Since otocephalic patients IV-1 and IV-2 died
about 20 years ago, their DNAs were unavailable to investigate

relative to the protein representation of isoform a. There are two alternative transcripts that code for isoforms a (NP_068374.1, 297 amino acids) and
b (NP_758840.1) that differ only in the presence or absence of eight amino acids, GPWASCPA, represented by the yellow region, 1 (33—40 aa).
Labelled nucleotide regions coding for different protein domains are colour coded for the three basic amino acid regions (b: b1 44—50 aa; b2 97—102
aa; b3 115—121 aa), homeodomain (45—105 aa), glutamine stretch (Q 103—109 aa), serine and threonine rich region (Ser-Thr 125—154 aa),
conserved WSP motif (WSP 158—167 aa), and repeated tails (0T1 267—275 aa and 0T2 281—293 aa). The region coding for the homeodomain

overlaps regions coding for b1, b2, and glutamine stretch Q.

Chassaing N, Sorrentino S, Davis EE, et al. J Med Genet (2012). doi:10.1136/jmedgenet-2012-100892

3of 7



Downloaded from jmg.bmj.com on June 5, 2012 - Published by group.bmj.com

Developmental defects

their OTX2 mutational burden. However, their mother (I1I-2)
was found to have the mutation, suggesting that her two
otocephalic offspring IV-1 and IV-2 likely inherited this muta-
tion from her. Individual IV-7, with ocular abnormalities, also
carried the mutation, suggesting that his otocephalic sibling IV-6
may have had the mutation, although we were unable to obtain
a sample for testing from IV-6 or from their affected father III-9.
Patient IV-3, with clinical features overlapping both micro/
anophthalmia and otocephaly, did share the familial OTX2
mutation.

In family B (figure 1A), we screened OTX2 in a female patient
with otocephaly (figure 1B) and detected a c.130delC mutation
in exon 2 (figure 2). This deletion is predicted to result in
a frameshift, p.Arg44GlyfsX15; if translated, the truncated
protein would terminate before the OTX2 homeodomain
(figure 2). This patient was a sporadic case with no family
history of ophthalmic or mandibular malformations. Parental
DNA analysis showed that the OTX2 mutation appears de novo.
No OTX2 mutation was identified in the 8 remaining otoce-
phalic patients. These results are summarised in supplementary
table 2.

Candidate gene screening of ALX4, MSX1, PGAP1, PRRX1, and
TWSG1 in OTX2 mutation-negative otocephaly samples

To explore further the genetic basis of otocephaly and over-
lapping phenotypes in the OTX2 mutation-negative samples in
our cohort, we conducted molecular analysis of five additional
candidate genes known to play a role in otocephaly malforma-
tions in vertebrates (ALX4, MSX1, PGAP1, PRRX1, and TWSG1;
possible for four out of the eight remaining patients with DNA
of sufficient quality). One patient displayed two heterozygous
PGAP1 intronic variations (c.1-115C>T and ¢.927+31A>G),
while another one displayed two heterozygous variations in
MSX1 (c.119C>G [p.Ala40Gly] and c.*+6C>T). More variants
were identified in ALX4: ¢.63C>T [p.Tyr21Tyr], c.104G>C, [p.
Arg35Thr], c¢.304C>T (p.Pro102Ser), c.621A>G [p.Ser207Ser],
c.1074C>T [p.His358GlIn], and ¢.*228C>T. All sequence varia-
tions are common single nucleotide polymorphisms (SNPs)
referenced in dbSNP. These variants are thus unlikely to cause
otocephaly. No PRRX1 or TWSG1 variation was identified.
Patient genotypes are summarised in supplementary table 2.

otx2 interacts with other otocephaly loci in an in vivo
developmental model

Because of the observed phenotypic variability observed among
affected individuals in our families, we hypothesised that lesions
in additional loci may interact with OTX2 to cause otocepha-
ly—an hypothesis consistent with the reported background
dependent variable penetrance and expressivity of murine
otocephaly mutations.'" ?° We have shown previously that the
zebrafish is a useful model to dissect epistasis contributing to
variable phenotypes observed in human developmental disor-
ders.?'?® Therefore, we investigated the potential for orx2 to
modulate specific otocephaly endophenotypes or severity by
suppressing otx2 in a sensitised, physiologically relevant context
in the developing zebrafish embryo. First, we identified the
single zebrafish ortholog of OTX2 (91% identity; 94% similarity
vs human) and suppressed it transiently by microinjection of an
antisense MO targeting the splice donor sequence of Danio. rerio
otx2 exon 2 in batches of wild-type (wt) embryos at the one-to-
two cell stage. At 5 dpf, we scored embryos for craniofacial
phenotypes relevant to otocephaly and we observed mild
microphthalmia and shortening of the pharyngeal skeleton that
increased in penetrance in a dose dependent manner (figure 3A,
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supplementary figure 3]). Notably, Alcian blue staining of 5dpf
embryos revealed the presence of all pharyngeal components,
but distinct defects in comparison to controls. These data were
consistent with the specific and robust targeting of the MO as
indicated by RT-PCR of cDNA generated from total RNA
harvested from orx2 morphants (supplementary figure 3AE).

Next, we asked whether otx2 could exacerbate the craniofacial
phenotypes that result from loss of the known otocephaly loci,
PGAP1 and PRRX1, and an additional locus implicated in
mandibular development, AMSX1. First, we identified the zebra-
fish orthologs of each protein; PGAP1 (one copy; 43% identity,
64% similarity vs human), PRRX1 (two copies; a and b each,
85% identity, 91% similarity vs human), and MSX1 (one copy;
61% identity, 68% similarity vs human) could each be
suppressed efficiently in developing zebrafish embryos subse-
quent to injection of splice blocking (pgap1, prrx1a and prrxb) or
translation blocking (msx1) MOs (supplementary figure 3B—D,
F—]). Scoring of zebrafish larva at 5 dpf revealed that knock-
down of pgap1 resulted in mild microphthalmia, fusion of the
eyes at the midline, and protrusion of the mandible (figure 3A,
D); prrxt1a/b double morphants and msx/ morphants displayed
reduced eye size and anterior-posterior shortening of jaw struc-
tures (figure 3A,D). Similar to orx2, these abnormalities in the
pharyngeal skeleton were dose dependent (supplementary figure
3]). Next, to test o1x2 genetic interaction with pgap1, we injected
subeffective doses of each MO (3 ng each of orx2 and/or pgap1)
either alone or in a pairwise fashion into wt zebrafish embryos
at the 1—2 cell stage and scored them live for craniofacial defects
at 5 dpf. Whereas we observed a modest percentage of abnormal
embryos for otx2 and pgap1 individually (2% and 26%, respec-
tively; n=66—74 embryos/injection, repeated at least twice with
masked scoring), the combined effect resulted in a synergistic
exacerbation of phenotypes when compared to either MO alone.
Pairwise suppression resulted in increased mortality and a new
severe class of embryos that displayed severe microphthalmia,
eye fusion along the midline, and severe disorganisation of
mandibular cartilage as indicated by Alcian blue staining (figure
3A,B,D). Suppression of otx2 also exacerbated the effects of
prexta/b knockdown. Through comparisons of subeffective MO
injection doses targeting either orx2 and/or prrx1a/b (3 ng of each
MO), we saw a pronounced increase in embryos with cranio-
facial defects and a severe class of embryos in the otx2/prrx1a/b
morphant injection batches (2%, 4%, and 32% affected embryos
for otx2, prexta/b and otx2/prexia/b double morphants, respec-
tively; n=066—74 embryos/injection; figure 3A,C,D). Similarly,
pairwise interaction studies between orx2 and msx1 resulted in
exacerbation of craniofacial defects in otx2/msx1 injection
batches compared to either single MO alone (3%, 6%, and 22%
affected embryos for orx2, msx1 and orx2/msx1 double morphants
respectively; n=66—75 embryos/injection; figure 3A,CD).
Together, these results indicate that suppression of o1x2, in
combination with loss of function of other loci contributing to
otocephaly phenotypes, can modulate phenotypic severity in
the manifestation of craniofacial malformations.

ALX4, MSX1, PGAP1, PRRX1, and TWSG1 as candidate genetic
interactors of 0TX2

Informed by the in vivo functional studies, which indicated the
potential for OTX2 to modulate otocephaly phenotypes, we
returned to the patient cohorts for further mutational analysis.
We screened the five candidate genes listed above (ALX4, MSX1,
PGAP1, PRRX1, and TWSG1) in available family members from
each of the two families bearing pathogenic OTX2 mutations.
Variants identified among ALX4, MSX1, PGAP1, PRRX1, and
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Figure 3 otx2 interacts genetically with pgap1, prrx1a/b, and msx1. (A) Representative live embryo images of otx2, pgap1, prrx1a/1b, and msx1
suppressed zebrafish larva. Wild-type zebrafish embryos were injected at the 1—2 cell stage with morpholinos (MO) targeting the zebrafish orthologs of
0TX2, MSX1, PGAP1 (one Danio rerio ortholog each), or PRRX1 (two orthologs, denoted as a and b). 0tx2 morphants displayed mild microphthalmia
and shortening of the pharyngeal skeleton; pgap? morphants exhibited mild microphthalmia, fusion of the eyes at the midline, and protrusion of the
mandible; prrx7a/b double morphants displayed reduced eye size and anterior-posterior shortening of jaw structures. Co-injection of otx2 with
candidate modifier genes pgap? or prrx1a/b resulted in classes of severely affected embryos respectively, characterised by extreme microphthalmia,
fused eyes (pgap? only), and severe abnormalities of craniofacial structures. Lateral (top) and ventral views (bottom) are shown for each injection
cocktail. (B). Quantification of otx2 genetic interaction with pgap?. Subeffective doses of each MO were injected either alone or in a pairwise fashion
into wt zebrafish embryos at the 1—2 cell stage and scored live for craniofacial defects at 5 days post-fertilisation (dpf). Mild and severe classes are
depicted in panel A (centre column). Many double morphants die before 5 dpf (42%), but display severe craniofacial defects, including cyclopia, when
evaluated at earlier stages. (C) Quantification of otx2 genetic interaction with prrx7a/b. Subeffective doses of each morpholino were injected either
alone or in a pairwise fashion into wt zebrafish embryos at the 1—2 cell stage and scored live for craniofacial defects at 5 dpf. Mild and severe classes
are depicted in panel A (right column). (D) Quantification of otx2 genetic interaction with msx7. Subeffective doses of each morpholino were injected
either alone or in a pairwise fashion into wt zebrafish embryos at the 1—2 cell stage and scored live for craniofacial defects at 5 dpf. Mild and severe
classes are depicted in panel A (right column). (E) Craniofacial cartilage defects in otx2, pgap1, prrx1a/b, msx1 or double morphant embryos. Alcian
blue staining of 5 dpf embryos revealed the presence of all pharyngeal components (ventral views are shown), but distinct defects in comparison to
controls. Suppression of each gene or gene combination resulted in curving and shortening of ceratobranchial cartilage, and, in particular, pgap? or
otx2/pgap1 morphants exhibited severely disorganised structures including abnormally shaped Meckel’s cartilage, and an increased angle of ceratohyal
cartilage with respect to the midline. Note the decrease in eye size for all injected embryos shown in comparison to controls.

TWSG1 are described below and summarised in supplementary
table 2. First, in PRRX1, we detected no novel changes. In ALX4,
PGAP1, TWSG1, and MSX1, only known SNPs and all but two
(c.778-11G>A in ALX4, and ¢.906T>C [p.Leu302Leu] in PGAP1)
shared by micro/anophthalmic relatives were identified. The
ALX4 ¢.778-11G>A variation is not predicted to alter splicing by
in silico analysis and the PGAP1 ¢.906T>C variation is a neutral
variation with no amino acid modification and no predicted

effect on splicing by in silico analysis. Variations identified
among the screened genes are thus unlikely to exert a modifier
effect leading to otocephaly.

DISCUSSION

Otocephaly/agnathia is the most severe known developmental
defect of the mandible. Three genes (O1x2, Pgap1, Tivsgl) cause
otocephaly when inactivated in mice, but the molecular defects
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underlying this severe malformation are still largely unknown in
humans. Recently, missense mutations in PRRX1, encoding
a transcriptional co-activator, was identified in two cases of
otocephaly.'® '3 Functional studies indicated that these muta-
tions decrease the ability for the mutant protein to regulate the
tenascin-C gene promoter, and thus, these mutations were
considered as deleterious. Prrx1 null mice display cleft palate and
mild hypoplasia of both the mandible and the zeugopodal bones
of the limbs.?* These are the only cases reported with a plausible
molecular explanation of otocephaly. However, we cannot
exclude the possibility that additional mutational burden was
required to manifest the severe craniofacial phenotype.

In this report, we demonstrated that OTX2 mutations
contribute to this malformation in humans. We identified an
OTX2 mutation in a large family where an autosomal dominant
form of micro/anophthalmia was present. Two microphthalmic
cousins of this family each gave birth to at least one child with
otocephalic features. Since these otocephalic patients died
prenatally or shortly after birth 20 years ago, it is not possible to
establish whether they shared the familial mutation. However,
we were able to show that their affected parent harboured the
familial OTX2 null mutation. Additionally, in the same family,
we identified the familial OTX2 mutation in a fetus displaying
ocular (microphthalmia with retinal dysplasia and absence of
the anterior chamber) and mandibular (severe micrognathia)
features.

To confirm the role of OTX2 mutations in otocephaly, we
screened an additional nine unrelated otocephalic patients for
OTX2 mutations. In one patient, we found a de novo frame-
shifting OTX2 mutation, thus confirming the implication of this
gene in otocephaly. In our series, an OTX2 mutation was iden-
tified in 2/10 (20%) probands, and no other OTX2 mutations
could be found in the remainder of our cohort. Despite the
possibility that we missed mutations by direct sequencing
(exonic rearrangements, splicing mutation located far from the
coding sequence, or mutations in regulatory regions), this result
supports a probable genetic heterogeneity for otocephaly.

We performed additional molecular analysis for four of the
eight patients mutation-negative for OTX2, focusing on plau-
sible functional candidates (ALX4, MSX1, PGAP1, PRRX1, and
TWSG1). Alx4, a gene involved in skull defects, has previously
been proposed to be a modifier of the otocephalic phenotype in
Otx2 heterozygous mutant mice.”’ MSX1 is a gene involved in
mandibular embryonic development,® and its expression is
regulated directly or indirectly by TWSG1%S and OTX2.* In
addition, MSX1 binds a distant non-coding regulatory element
of SOX9 which, when mutated, leads to Pierre-Robin sequence,
a less severe human mandibular phenotype.?® Pgap1 and Tivsg/
cause otocephaly when inactivated in mice.” '° Finally, a muta-
tion in PRRX1 was previously identified in two otocephalic
patients.'? ' No deleterious mutations were identified in any of
these genes in the OTX2 mutation-negative patients. However,
this particular cohort is too small to rule out their possible
contribution to human otocephalic phenotypes.

The major phenotype described previously in patients with
OTX2 mutations is microphthalmia/anophthalmia associated
with extra-ocular defects such as brain malformations, pituitary
abnormalities, short stature, and mental retardation.'> OTX2
mutations identified so far are listed in supplementary table 3,
and represented in figure 2B. Phenotypic variability and incom-
plete penetrance have also been documented. > No obvious
phenotype/genotype correlations for the single gene OTX2 can
be made. First, several micro/anophthalmic patients harbour
frameshifting or nonsense mutations located in the same region

of OTX2 (figure 2B), indicating that haploinsufficiency at this
locus is likely insufficient to cause otocephaly. Second, our
epistatic analysis shows overt genetic interactions with other
genes known to be required for mandibular formation in
humans and/or rodents. Together, these data suggest that
genetic interactions as well as the position/type of mutations at
OTX2 likely drive phenotypic expressivity.

The otocephaly-dysgnathia spectrum ranges from isolated
mandibular involvement (dysgnathia or agnathia) to a broader
spectrum of malformations including dysgnathia, holopro-
sencephaly, situs inversus, and visceral anomalies.>” Of note, the
patient with OTX2 mutations and otocephaly whom we could
examine (family B, patient II-1) was not affected by features of
holoprosencephaly, situs inversus, or by visceral malformations.
In one patient with an intermediate phenotype (family A,
patient IV-3), thymic hyperplasia, 11 rib pairs, and micropenis
were also associated with the otocephaly.

Discrete OTX2 expression in the mammalian forebrain and
retinal anlage is preceded and accompanied by transcription in
the anterior mesendoderm and pharyngeal endoderm.®® This
region of pharyngeal endoderm is critical for the induction and
orientation of facial skeletal elements derived from cephalic
neural crest cells®® We speculate that the effect of OTX2
mutations on eye formation would be direct within the neuro-
epithelial component, but indirect, via mis-specification of the
rostral pharyngeal endoderm, on the mandibular portion of the
first branchial arch.

Consistent with observations in OTX2 null mice, the
mandibular phenotype associated with OTX2 mutation in
humans is highly variable, ranging from absence of develop-
mental defect (most of the family A members), to micrognathia
(family A, patient IV-3), to agnathia (family B), to severe
otocephaly (family A, patients IV-1, IV-2, and IV-6). Phenotypic
variation has been attributed to modifier genes, environmental
variations, and stochastic effects. To understand the phenotypic
variability observed between the two families with OTX2
mutations, we hypothesised that pathogenic alleles at epistatic
loci may be involved in the otocephalic phenotype for patients
bearing an OTX2 mutation. In vivo modelling experiments in
zebrafish showed that suppression of three genes in concert with
otx2, (pgap1, prrx1a/b, and msx1) lead to exacerbated craniofacial
defects far exceeding defects of each gene alone, suggesting that
the combinatorial effect of additional molecular lesions in the
genome may explain the phenotypic variability associated with
OTX2 mutations. In our families, known otocephaly-causing/
contributing genes were mutation negative for the candidates
screened, suggesting that the otocephaly phenotype is likely
subject to additional genetic heterogeneity. Whole exome/
genome sequencing of these and other families under a ‘two-hit’
hypothesis, coupled to epistatic analysis in zebrafish or other
suitable model organisms, is likely to identify such alleles and
illuminate the genetic architecture of this complex disorder.

Author affiliations

'Department of Medical Genetics, Purpan Hospital, CHU Toulouse, Toulouse, France
2GR2DE Team, Toulouse Il Paul-Sabatier University, Toulouse, France

3NSERM, Centre de Physiopathologie de Toulouse Purpan, Toulouse, France
“Department of Genetics and Genomic Sciences, Mount Sinai School of Medicine,
New York, USA

SCenter for Human Disease Modeling, Duke University Medical Center, Durham, North
Carolina, USA

®Department of Pediatrics, Duke University Medical Center, Durham, North Carolina,
USA

"Department of Cell Biology, Duke University Medical Center, Durham, North Carolina,
USA

8Department of Medical Genetics, CH Le Mans, Le Mans, France

6 of 7 Chassaing N, Sorrentino S, Davis EE, et al. J Med Genet (2012). doi:10.1136/jmedgenet-2012-100892



Downloaded from jmg.bmj.com on June 5, 2012 - Published by group.bmj.com

Developmental defects

®Department of Pediatrics, Mount Sinai School of Medicine, New York, USA
'%Department of Pathalogy, University of Alabama, Birmingham, Alabama, USA
"Department of Histology-Embryology, Hapital Necker, Paris, France

2Department of Ophthalmology, Purpan Hospital, CHU Toulouse, Toulouse, France
"3Genetic Center, Dr Zekai Tahir Burak Women Health Training and Research Hospital,
Ankara, Turkey

Section of Genetics, Department of Pediatrics, University of California Davis,
Sacramento, California, USA

"SDepartment of Medical Genetics, Istanbul Medical Faculty, Istanbul, Turkey
'8Department of Pathology, University Hospital of Rennes, Rennes, France
"7Pathology Laboratory, Bordeaux University Hospital, Bordeaux, France
"®Department of Laboratory Medicine and Pathology, University of Alberta Hospital,
Edmonton, Canada

Yinstitute of Pathology, Medical University of Innsbruck, Innsbruck, Austria
Dgpartment of Pediatrics, University of Medicine and Dentistry of New Jersey,
Newark, New Jersey, USA

Z'Department of Medical Research, Mackay Memorial Hospital, Taipei, Taiwan
2Department of Biotechnology, Asia University, Taichung, Taiwan

Z33chool of Chinese Medicine, College of Chinese Medicine, China Medical University,
Taichung, Taiwan

ZHNSERM, Université de la Méditerranée Faculté de Médecine, Marseille, France
Bpcademic Unit of Genetic Medicine, Division of Human Genetics, University of
Southampton, Southampton, UK

%Department of Developmental and Regenerative Biology, Mount Sinai School of
Medicine, New York, USA

Acknowledgements The authors thank the families for their participation and the
following physicians and scientists for their assistance: Petra Reinecke at University
Hospital, Duesseldorf, Germany; Didier Lacombe at CHU Pellegrin-Enfants, Bordeaux
Cedex, France; Marion Gerard at Robert Debré Hospital, Paris, France; Christine
Peres, Annaick Desmaison, Matthias Macé and Stanislas Faguer at Inserm U563,
Toulouse, France, and the French Foetopathology Society (SOFFOET). NK is

a Distinguished George W. Brumley Professor.

Contributors NC, SS, EED, PM, PC, HCE, NK, and EWJ contributed to the project
design, analysis of data, and/or the writing of the manuscript. DM-C, BK, OF-P, PL, DC,
CS, SP, CPC, AY, SAB, HK, GS, FE-R, SEB, PJT, LS, AMG, CLM, and EWJ recruited
patients and family members and phenotypically characterised patients and family
members. NC, SS, Al, WAP, BDW, LL, and AV performed molecular analysis. EED and
NK performed zebrafish experiments.

Funding This work was supported by grants from the Clinical Research Hospital
Program from the French Ministry of Health (PHRC 09 109 01), Retina France, and
from National Institutes of Health (5 RO1 DE13849 and -09 S1).

Competing interests None.
Patient consent Obtained.

Ethics approval Ethics approval was provided by the Comité de Protection des
Personnes Sud-Ouest et Outre-Mer |I.

Provenance and peer review Not commissioned; externally peer reviewed.

REFERENCES

1. Opitz JM, Zanni G, Reynolds JF Jr, Gilbert-Barness E. Defects of blastogenesis. Am
J Med Genet 2002;115:269—86.

2. Gekas J, Li B, Kamnasaran D. Current perspectives on the etiology of agnathia-
otocephaly. Eur J Med Genet 2010;53:358—66.

3. Pauli RM, Pettersen JC, Arya S, Gilbert EF. Familial agnathia-holoprosencephaly. Am
J Med Genet 1983;14:677—98.

4. Porteous ME, Wright C, Smith D, Burn J. Agnathia-holoprosencephaly: a new
recessive syndrome? Clin Dysmorphol 1993;2:161—4.

5. Krassikoff N, Sekhon GS. Familial agnathia-holoprosencephaly caused by an
inherited unbalanced translocation and not autosomal recessive inheritance. Am J
Med Genet 1989;34:255—7.

6. Khan A, Bourgeois J, Mohide P. Agnathia-otocephaly complex in a fetus with
maternal use of topical 1% salicylate. Clin Dysmorphol 2008;17:75—6.

7. Juriloff DM, Sulik KK, Roderick TH, Hogan BK. Genetic and developmental studies
of a new mouse mutation that produces otocephaly. J Craniofac Genet Dev Biol
1985;5:121—45.

8. Zoltewicz JS, Ashigue AM, Choe Y, Lee G, Taylor S, Phamluong K, Solloway M,
Peterson AS. Wnt signaling is regulated by endoplasmic reticulum retention. PLoS
One 2009;4:¢6191.

9. Ueda Y, Yamaguchi R, Ikawa M, Okabe M, Morii E, Maeda Y, Kinoshita T. PGAP1
knock-out mice show otocephaly and male infertility. J Biol Chem 2007;282:30373—80.

Chassaing N, Sorrentino S, Davis EE, et al. J Med Genet (2012). doi:10.1136/jmedgenet-2012-100892

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Petryk A, Anderson RM, Jarcho MP, Leaf |, Carlson CS, Klingensmith J, Shawlot W,
0’Connor MB. The mammalian twisted gastrulation gene functions in foregut and
craniofacial development. Dev Biol 2004;267:374—86.

Matsuo I, Kuratani S, Kimura C, Takeda N, Aizawa S. Mouse Otx2 functions in the
formation and patterning of rostral head. Genes Dev 1995;9:2646—58.

Sergi C, Kamnasaran D. PRRX1 is mutated in a fetus with agnathia-otocephaly. Clin
Genet 2011,79:293—5.

Celik T, Simsek PO, Sozen T, Ozyuncu O, Utine GE, Talim B, Yigit S, Boduroglu K,
Kamnasaran D. PRRX1 is mutated in an otocephalic newborn infant conceived by
consanguineous parents. Clin Genet 2012;81:294—7.

Ragge NK, Brown AG, Poloschek CM, Lorenz B, Henderson RA, Clarke MP, Russell-
Eggitt |, Fielder A, Gerrelli D, Martinez-Barbera JP, Ruddle P, Hurst J, Collin JR, Salt
A, Cooper ST, Thompson PJ, Sisodiya SM, Williamson KA, Fitzpatrick DR, van
Heyningen V, Hanson IM. Heterozygous mutations of OTX2 cause severe ocular
malformations. Am J Hum Genet 2005;76:1008—22.

Schilter KF, Schneider A, Bardakjian T, Soucy JF, Tyler RC, Reis LM, Semina EV.
0TX2 microphthalmia syndrome: four novel mutations and delineation of

a phenotype. Clin Genet 2011;79:158—68.

Faye-Petersen 0, David E, Rangwala N, Seaman JP, Hua Z, Heller DS. Otocephaly:
report of five new cases and a literature review. Fetal Pediatr Pathol
2006,25:277—96.

Puvabanditsin S, Garrow E, Umaru S, Padilla J, Chowdawarapu S, Biswas A.
Otocephaly, and pulmonary malformation association: two case reports. Genet Couns
2006;17:167—71.

Schiffer C, Tariverdian G, Schiesser M, Thomas MC, Sergi C. Agnathia-otocephaly
complex: report of three cases with involvement of two different Carnegie stages.
Am J Med Genet 2002;112:203—8.

Chen CP, Chang TY, Huang JK, Wang W. Early second-trimester diagnosis of fetal
otocephaly. Ultrasound Obstet Gynecol 2007;29:470—1.

Hide T, Hatakeyama J, Kimura-Yoshida C, Tian E, Takeda N, Ushio Y, Shiroishi T,
Aizawa S, Matsuo |. Genetic modifiers of otocephalic phenotypes in 0tx2
heterozygous mutant mice. Development 2002;129:4347—57.

Badano JL, Leitch CC, Ansley SJ, May-Simera H, Lawson S, Lewis RA, Beales PL,
Dietz HC, Fisher S, Katsanis N. Dissection of epistasis in oligogenic Bardet-Bied!
syndrome. Nature 2006;439:326—30.

de Pontual L, Zaghloul NA, Thomas S, Davis EE, McGaughey DM, Dollfus H,
Baumann C, Bessling SL, Babarit C, Pelet A, Gascue C, Beales P, Munnich A, Lyonnet
S, Etchevers H, Attie-Bitach T, Badano JL, McCallion AS, Katsanis N, Amiel J.
Epistasis between RET and BBS mutations modulates enteric innervation and causes
syndromic Hirschsprung disease. Proc Natl Acad Sci U S A 2009;106:13921—6.
Davis EE, Zhang Q, Liu Q, Diplas BH, Davey LM, Hartley J, Stoetzel C, Szymanska K,
Ramaswami G, Logan CV, Muzny DM, Young AC, Wheeler DA, Cruz P, Morgan M,
Lewis LR, Cherukuri P, Maskeri B, Hansen NF, Mullikin JC, Blakesley RW, Bouffard
GG, Gyapay G, Rieger S, Tonshoff B, Kern I, Soliman NA, Neuhaus TJ, Swoboda KJ,
Kayserili H, Gallagher TE, Lewis RA, Bergmann C, Otto EA, Saunier S, Scambler PJ,
Beales PL, Gleeson JG, Maher ER, Attie-Bitach T, Dollfus H, Johnson CA,

Green ED, Gibbs RA, Hildebrandt F, Pierce EA, Katsanis N. TTC21B contributes
both causal and modifying alleles across the ciliopathy spectrum. Nat Genet
2011;43:189—96.

Martin JF, Bradley A, Olson EN. The paired-like homeo box gene MHox is
required for early events of skeletogenesis in multiple lineages. Genes Dev
1995;9:1237—49.

Liu W, Selever J, Murali D, Sun X, Brugger SM, Ma L, Schwartz RJ, Maxson R,
Furuta Y, Martin JF. Threshold-specific requirements for Bmp4 in mandibular
development. Dev Biol 2005;283:282—93.

MacKenzie B, Wolff R, Lowe N, Billington CJ Jr, Peterson A, Schmidt B, Graf D,
Mina M, Gopalakrishnan R, Petryk A. Twisted gastrulation limits apoptosis in the
distal region of the mandibular arch in mice. Dev Bio/ 2009;328:13—23.

Binato R, Pizzatti L, Abdelhay E. Otx2 is a putative candidate to activate mice Msx1
gene from distal enhancer. Biochem Biophys Res Commun 2007;358:655—60.
Benko S, Fantes JA, Amiel J, Kleinjan DJ, Thomas S, Ramsay J, Jamshidi N, Essafi
A, Heaney S, Gordon CT, McBride D, Golzio C, Fisher M, Perry P, Abadie V, Ayuso C,
Holder-Espinasse M, Kilpatrick N, Lees MM, Picard A, Temple IK, Thomas P, Vazquez
MP, Vekemans M, Roest Crollius H, Hastie ND, Munnich A, Etchevers HC, Pelet A,
Farlie PG, Fitzpatrick DR, Lyonnet S. Highly conserved non-coding elements on
either side of SOX9 associated with Pierre Robin sequence. Nat Genet
2009;41:359—64.

Kauvar EF, Solomon BD, Curry CJ, van Essen AJ, Janssen N, Dutra A, Roessler E,
Muenke M. Holoprosencephaly and agnathia spectrum: presentation of two new
patients and review of the literature. Am J Med Genet C Semin Med Genet
2010;154C:158—69.

Bally-Cuif L, Gulisano M, Broccoli V, Boncinelli E. c-otx2 is expressed in two
different phases of gastrulation and is sensitive to retinoic acid treatment in chick
embryo. Mech Dev 1995;49:49—63.

Couly G, Creuzet S, Bennaceur S, Vincent C, Le Douarin NM. Interactions
between Hox-negative cephalic neural crest cells and the foregut endoderm in
patterning the facial skeleton in the vertebrate head. Development
2002;129:1061—73.

7 of 7



Downloaded from jmg.bmj.com on June 5, 2012 - Published by group.bmj.com

OTX2 mutations contribute to the
otocephaly-dysgnathia complex

Nicolas Chassaing, Susanna Sorrentino, Erica E Davis, et al.

J Med Genet published online May 10, 2012
doi: 10.1136/jmedgenet-2012-100892

Updated information and services can be found at:
http://jmg.bmj.com/content/early/2012/05/09/jmedgenet-2012-100892.full.html

These include:

Data Supplement  "Supplementary Data"
http://jmg.bmj.com/content/suppl/2012/05/09/jmedgenet-2012-100892.DC1.html

References  This article cites 31 articles, 4 of which can be accessed free at:
http://jmg.bmj.com/content/early/2012/05/09/jmedgenet-2012-100892.full.html#ref-list-1

P<P Published online May 10, 2012 in advance of the print journal.

Email alerting  Receive free email alerts when new articles cite this article. Sign up in
service the box at the top right corner of the online article.

Notes

Advance online articles have been peer reviewed, accepted for publication, edited and
typeset, but have not not yet appeared in the paper journal. Advance online articles are
citable and establish publication priority; they are indexed by PubMed from initial
publication. Citations to Advance online articles must include the digital object identifier
(DOls) and date of initial publication.

To request permissions go to:
http://group.bmj.com/group/rights-licensing/permissions

To order reprints go to:
http://journals.bmj.com/cgi/reprintform

To subscribe to BMJ go to:
http://group.bmj.com/subscribe/



OTX2 Mutations Contribute to the Otocephaly-Dysgnathia Complex

* . . . « e . .
12326 Qusanna Sorren‘uno,‘"26 Erica E. Dav1s,5 6 Dominique 1\/[a1“[1n-Co1gna1rd,7

Nicolas Chassaing,
Anthony Iacovelli,4 William A. Paznekas,4 Bryn D Webb,4’8 Ona Faye—Petersen,9 Férechté Encha-
Razavi,'’ Leopoldine Lequeux,'' Adeline Vigouroux,' Ahmet Yesilyurt,'* Simeon A. Boyadjiev,"

1718 Surasak

Hiilya Kayserili,'* Philippe Loget,”> Dominique Carles,'® Consolato Sergi,
Puvabanditsin,19 Chih-Ping Chen,?*?"*? Heather C. Etchevers,”* Nicholas Katsanis,® Catherine L.

Mercer,** Patrick Calvas,'** and Ethylin Wang Jabs,**®

SUPPLEMENTARY NOTE

Patients:
Family A (figure 1A):

Seventeen members display micro/anophthalmia sometimes associated with a variable degree of
mental retardation (moderate to severe). One affected patient (patient I11-2) had two boys (IV-1 and
IV-2) with otocephaly. IV-1 died soon after birth from respiratory distress and an unsuccessful
intubation (figure 2) and IV-2 was electively aborted after an ultrasound scan documented
recurrence of facial malformations evocative of otocephaly. Another affected member of this family
(III-9) had a child (IV-6) who deceased soon after birth from respiratory distress with a probable
diagnosis of otocephaly (he was reported by his mother to have “ears in the neck”). Furthermore, a
first cousin once removed (I1I-4) had polyhydramnios during her pregnancy, and at 30.5 weeks
gestation, she delivered a male I'V-3 with clinical features overlapping both micro/anophthalmia and
otocephaly which we define as an intermediate phenotype (figure 2). After birth, he developed
respiratory distress, and intubation was difficult contributing to his demise. On physical exam he
had a triangular face, hypoplasia of the maxillae, hypoplasia of the upper pharynx, non-
communication between the proboscis and the hypopharynx, and a rudimentary tongue.
Subsequently an autopsy was performed and multiple abnormalities were found including bilateral

microphthalmia, absence of the anterior ocular chamber, cataract, and focal retinal dysplasia



(supplementary figure 2). In addition, microretrognathia, microglossia, thymic hyperplasia, 11 ribs,
and micropenis were noted. Another member (III-7) had an intermediate phenotype associating
unilateral anophthalmia and microgonathia. Karyotype was 46, XY normal. Other family members
display a phenotype ranging from isolated micro/anophthalmia (patients I-1, 1I-1, 1I-4, 1I-7, I11-2,
I1-4, III-5, -6, IV-8), isolated bilateral anophthalmia (patient II-2, III-1), to bilateral

anophthalmia associated with mental retardation (IV-4, IV-5, IV-7).

Family B (Figure 1 B):

The proband (figure 2) was a 12 year old, white Caucasian female with agnathia and aglossia.
Prenatal history was significant for polyhydramnios. She was born at 32 weeks gestation via
emergency Caesarian section due to fetal distress after amnioreduction. At birth, her weight was
1.86 kg (50™ — 75™ centile), and she had respiratory distress that required nasal intubation and
subsequent tracheostomy at nine hours of age. She had severe reflux as an infant necessitating a
fundoplication. She suffered from middle ear effusions. The patient also had repeated episodes of
lethargy and malaise with no cause found. Her physical examination revealed normal growth
parameters, microstomia, hypoplasia of the maxillae, agnathia, absent tongue and a long tubular
nose. Her ears were normally formed with patent external auditory canals. The only eye
abnormality noted was astigmatism. Speech was absent although vocal cords were present but
scarred. Developmentally, she had no delay in reaching milestones and is doing well in a
mainstream school. There were no known associated limb and internal organ abnormalities or
hormonal dysfunction. This patient was the first child to parents who were of English descent. They
were in good health, deny consanguinity and both of had normal karyotypes. The mother had eight
miscarriages with most in the first trimester, but two were in the second trimester at 13 and 15
weeks. The patient had three living siblings, none of whom displayed obvious features of
otocephaly, ocular, or other anomalies. However, they all had mention of overbites that were

significantly milder than that found in the proband.



SUPPLEMENTARY FIGURES

Supplementary Figure 1: Ocular phenotypes observed in Family A.

Note intra-familial variability among patients with unilateral microphthalmia (patient 1I-4), bilateral
microphthalmia (patients III-2, III-4), unilateral anophthalmia (patient III-7) and bilateral

anophthalmia (patient IV-7).



Supplementary Figure 2: Ocular phenotype observed in patient IV-3 with both mandibular

and ocular abnormalities.

Anteroposterior sagittal section of eye through optic tract (OT), H&E staining. Note retinal
dysplasia (arrows), shown with higher magnification in a; cataract (lens (L) disorganization and

vacuolization, shown in higher magnification in b, absent anterior chamber (arrow head).



Supplementary Figure 3: Knockdown efficiency of otx2, pgapl, prrxla and prrx1b morpholino

antisense oligonucleotides.



(A-D) We injected 9ng of each of o2, pgapl, prrxla and prrxlb splice-blocking morpholinos
(MO)s into wild-type zebrafish embryos at the one to two cell stage and harvested embryos for total
RNA extraction at 5 days post-fertilization (n=25 embryos/injection batch). cDNA was generated
from oligo-dT primed reverse transcription reactions and subsequently PCR amplified for each gene
of interest. 2% agarose gel electrophoresis images are shown for each reaction demonstrating
aberrant splicing products in MO injected embryos in comparison to controls. Two PCR products
are present for prrx1b in controls due to alternative splicing of exon 4 (asterisk in panel H). B-actin
was amplified to control for RNA integrity.

(E-I) Schematic representations of each gene targeted for ofx2 genetic interaction studies. Each
gene and Zv9 genomic coordinate are shown; boxes represent exons, white boxes depict
untranslated regions and blue boxes depict coding regions. Red boxes indicate MO target sites and
the targeted exon is indicated with the number underneath. Arrows indicate the position of primers
used for RT-PCR experiments shown in panels A-D. Asterisk (*) in panel H indicates an
alternatively spliced exon.

(J) Dose response curves for each of otx2, pgapl, prrxla, prrxib, and msxI. We injected each MO
into wt zebrafish embryos at two different concentrations (3ng and 9ng each) and qualitatively
scored for craniofacial defects in 5dpf Alcian blue stained embryos (n=35-53 embryos/injection,

repeated twice with masked scoring).
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Figure 25: Analyse d’expression des génes impliqués dans I'otocéphalie chez 'homme et/ou la souris aprés
transfection par un vecteur exprimant OTX2 normal ou muté

La transfection dans des cellules 3T3 du vecteur d’expression OTX2 (pCMV6-0OTX2) entraine une augmentation
faible, mais statistiquement significative, de I'expression du gene Msx1 par rapport a la transfection d’un
vecteur vide (pCMV-EV). La transfection par des vecteurs d’expression OTX2 porteur des mutations identifiées
chez les patients otocéphales (pCMV-130delC ou pCMV-316delC) n’entraine pas de modification de
I'expression du géne Msx1 suggérant une perte de fonction de la protéine secondaire a ces mutations.
L’expression des genes Prrx1, Pgapl et Twsgl n’est pas modifiée quelle que soit la construction transfectée.
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ARTICLE 5

Otocephaly-Dysgnathia Complex:

description of four cases and confirmation of the role of OTX2

Molecular Syndromology

2013-4: 302-305

O. Patat*, C. M. A. van Ravenswaaij-Arts*, J. Tantau, N. Corsten-Janssen,

J. P.van Tintelen, T. Dijkhuizen, J. Kaplan and N. Chassaing

Dans les suites de notre publication démontrant le lien entre OTX2 et otocéphalie, nous avons été
contactés par une équipe hollandaise pour tester trois de leurs patients otocéphales dont un était

porteur d’une délétion d’environ 400 kb n’emportant que le gene OTX2.

Aucune mutation des génes OTX2 et PRRX1 n’a pu étre mise en évidence chez les deux autres

patients.

Tandis que nous réalisions les analyses moléculaires sur ces trois patients, une interruption de
grossesse a été réalisée chez une patiente a la suite de la découverte anténatale de signes
d’otocéphalie chez I'enfant a naitre. Cette patiente était atteinte de microphtalmie unilatérale, et
une mutation non-sens du gene OTX2 avait été précédemment identifiée chez elle dans notre
laboratoire. L’analyse moléculaire a confirmé la présence de la mutation familiale chez le foetus.
Cette observation, confirme la variabilité d’expression clinique des mutations de ce gene. Cette

donnée est importante en termes de conseil génétique.

Dans cet article, nous rapportons les données phénotypiques et moléculaires de ces quatre patients.
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llI-2 : Analyse des phénotypes liés aux mutations du géne STRA6

Introduction

Des mutations du gene STRA6 ont été identifiées initialement dans des familles dans lesquelles des
patients étaient atteints de syndrome de Matthew-Wood. Il s’agit d’'un syndrome polymalformatif
associant une atteinte oculaire a type d’AM et un spectre malformatif impliquant en particulier le
cceur, les poumons et le diaphragme. Ce syndrome est également appeler spectre PDAC (pour
Pulmonary, Diaphragmatic, Anophthalmia, Cardiac). Nous avons pu identifier des mutations
délétéres du gene STRA6 dans une famille ou trois patients étaient atteints d’AM. Deux présentaient
une association malformative s’intégrant dans le cadre du syndrome de Matthew-Wood et un
présentait une microphtalmie sévere bilatérale associée a une déficience intellectuelle et une spina
bifida L5-S1. Nous avions alors suggéré que le spectre phénotypique pouvait étre plus large que
I"atteinte polymalformative rapportée initialement. Plusieurs patients avec des atteintes oculaires
isolées ont d’ailleurs été rapportés secondairement, et nous avons spécifiquement entrepris de

déterminer le spectre phénotypique lié aux mutations du géne STRAG.

Méthodes et Résultats

Les travaux réalisés pour caractériser plus finement les conséquences cliniques secondaires a la

présence de mutations du géne STRA6 sont exposés dans ces trois articles :

- Articlen°6
Chassaing, N et al. (2012). "Phenotypic spectrum of STRA6 mutations: from Matthew-Wood

syndrome to non-lethal anophthalmia." Hum Mutat 30(5): E673-81.

- Article n°7
Chassaing, N et al. (2013). "Mutation analysis of the STRA6 gene in isolated and non-isolated
anophthalmia/microphthalmia." Clin Genet 83(3): 244-50.

- Article n°8
Plaisancie, J. and Chassaing, N. (2013). "Microphthalmia 9 (PDAC)." Inborn Errors of Development.

The molecular basis of clinical disorders of morphogenesis. Third edition.
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Dans le premier article, nous décrivons les données cliniques et moléculaires de sept patients chez
qui nous avons identifié des mutations du géne STRA6. Dans cet article, nous décrivions le premier
patient porteur d’une atteinte oculaire sans autre signe cardinal du syndrome PDAC. A partir de cette
observation, secondairement corrélée par d’autres publications, nous avons initié en collaboration
avec le Dr Nicola Ragge (Oxford, UK) la recherche de mutation du géne STRA6 dans une cohorte de
28 patients avec AM isolée ou associée a des éléments du spectre PDAC. Enfin, dans un troisieme
manuscrit, nous reprenons I'ensemble des données concernant le gene STRA6 et les phénotypes

associés.

Conclusion

Notre travail a permis de montrer la variabilité d’expression clinique avec la possibilité d’atteintes
oculaires sans les autres éléments issus de I'acronyme PDAC. Nous avons également soulignés la
fréquence importante de signes non inclus dans I'acronyme PDAC (tels que les atteintes du systeme
digestif, du systéme rénal ou des organes génitaux externes). Enfin sur le plan moléculaire, nous
avons montré 'absence de corrélation claire phénotype/génotype. Toutes ces informations sont

importantes pour la prise en charge des patients et de leurs familles.
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ARTICLE 6

Phenotypic spectrum of STRA6 mutations:

from Matthew-Wood syndrome to non-lethal anophthalmia

Human Mutation

2009-30(5):E673-81

N. Chassaing, C. Golzio, S. Odent, L. Lequeux, A. Vigouroux, J. Martinovic-Bouriel, F. D. Tiziano, L. Masini, F.

Piro, G. Maragliano, A. L. Delezoide, T. Attie-Bitach, S. Manouvrier-Hanu, H. C. Etchevers and P. Calvas

Dans le cadre du recrutement de patients AM, nous avons eu l'occasion de recenser des patients
dont la présentation clinique pouvait correspondre au spectre du syndrome de Matthew-Wood.
Nous avons recherché des mutations du géne, STRA6, qui venait d’étre impliqué chez une partie des

168 189 Des mutations déléteres ont pu étre identifiées dans 4

patients atteints de ce syndrome
familles différentes comportant au total 7 sujets atteints. Nous décrivons dans cet article les
premiers patients adultes et les premieres présentations cliniques "modérées" liées aux mutations
du gene STRA6. Nous proposons également un lien entre les mutations de STRA6 et le spina bifida
observé chez un de nos patients. Cette étude nous a permis d’augmenter la connaissance du
phénotype lié aux mutations du géne STRA6 en apportant la description de 7 patients a un total de

14 patients précédemment décrits. De plus six nouvelles mutations sont venues préciser les atteintes

liées aux 11 mutations précédemment rapportées.
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ARTICLE 8

Microphthalmia 9 (PDAC)

Inborn Errors of Development.

The molecular basis of clinical disorders of morphogenesis

Third Edition

J. Plaisancie and N. Chassaing

Dans ce chapitre de livre, nous avons fait une revue de la littérature sur les aspects phénotypiques
liés aux mutations du gene STRASG, les critéres diagnostiques et les diagnostiques différentiels. Nous
reprenons 'historique de l'identification de ce gene, les aspects moléculaires et le role de STRA6 et

de la vitamine A dans le développement embryonnaire.
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CHAPITRE IV

RECHERCHE DE NOUVEAUX GENES D’AM
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Introduction

Les résultats obtenus dans notre grande cohorte de patients sont concordants avec les données de la
littérature et montrent qu’aucune mutation n’est identifiée dans les génes connus chez pres de trois
quarts des patients AM. L'explication la plus probable est que seule une petite partie des genes

impliqués dans I’AM est actuellement identifiée.

Face a I'hétérogénéité génétique déja mise en évidence, d’autres genes d’AM restent a identifier.

Nous avons donc utilisé plusieurs approches pour découvrir de nouveaux genes d’AM :
- une approche régions et genes candidats,
- une recherche de micro-réarrangement chromosomique par CGH-array,

- une approche plus fondamentale visant a identifier les cibles des facteurs de transcription
déja impliqués dans les AM (SOX2, OTX2, RAX et PAX6). L’hypothése étant que les génes régulés par
ces facteurs de transcription, dont le role est majeur au cours du développement oculaire

embryonnaire, seraient de bons candidats pour étre eux-mémes impliqués dans les AM.

Enfin, le développement des techniques de séquengage haut débit au cours de ma these a
totalement modifié les approches de recherche de genes d’AM. Ces techniques ont donc été mises a
profit pour analyser un grand nombre de génes candidats identifiés par les approches citées plus
haut. Ces techniques ont également été utilisées dans de nouveaux projets de recherche visant a
étudier I'ensemble des parties codantes du génome des patients ("whole exome sequencing"). Les

premiers résultats de ces études non ciblées seront évoqués dans le volet "perspectives".
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IV-1 : Approche géne candidats

Introduction

L'approche par géne candidat a été tres utilisée avant la révolution du séquencage haut débit. Les

génes candidats étant :

- soit des "candidats positionnels" localisés dans une région génomique liée a la pathologie
aprés analyse de liaison ou apres identification de remaniement chromosomique par
cytogénétique classique ou moléculaire (cf. chapitre suivant),

- soit des "candidats fonctionnels" : la structure d’une protéine codée par un gene, sa fonction
supposée, les connaissances sur la famille de protéines a laquelle elle appartient, son patron
d’expression au cours du développement, des modéles animaux, sont autant d’arguments

qui peuvent pointer un géne et en faire un candidat fonctionnel pour une pathologie donnée.

Cette approche par génes candidats fonctionnels a permis d’identifier de nombreux genes d’AM

comme OTX247, RAX57, VAX1' et BMP7* par exemple.

Méthodes et Résultats

Nous avons séquencé trois génes candidats (SOX1, SOX21 et LHX2) chez des patients atteints d’AM

sans mutation identifiée dans les génes connus d’AM.

SOX1 et SOX21 sont deux protéines structurellement trés proches de SOX2. De plus les génes SOX1 et
S0X21 sont localisés sur le chromosome 13, dans la région 1393, région dont on sait que la délétion

peut se traduire phénotypiquement par des AM'°

. Ces genes étaient donc des candidats
fonctionnels de par leur appartenance au méme groupe de protéines que SOX2, le groupe des
protéines SOXB (comprenant SOX1, SOX2, SOX3, SOX14 et SOX21). lIs étaient de plus des candidats
positionnels du fait de leur localisation génomique dans une région chromosomique dont la délétion
est parfois associée a des AM. 70 patients, extraits de la cohorte des AM, sans mutation identifiée
dans les genes connus, ont été séquencés pour ces deux genes sans qu’aucune mutation causale n’ait
été identifiée.

LHX2 (LIM homeobox 2) était un autre des genes candidats aux AM. En effet, I'inactivation de

I'expression de Lhx2 dans le modéle murin provoque une anophtalmie'’*

. De plus, il a été montré
gu’au cours du développement oculaire, Lhx2 régulait le niveau d’expression ou la localisation de

I’expression génique de nombreux genes clés du développement oculaires et eux-mémes déja

80



impliqués dans 'AM (Rax, Vsx2/Chx10, Sox2, et Otx2)"’?. Ce géne a été étudié chez 70 patients AM.

Les résultats de cette étude sont décrits dans I'article suivant:

- Article n®9
Desmaison, A et al. (2010). "Mutations in the LHX2 gene are not a frequent cause of

micro/anophthalmia." Mol Vis 16: 2847-9.

De plus, nous avons recherché des mutations dans une région candidate. Cette région est une région
régulatrice du géne RAX située a 2kb en amont du gene. Il a été montré qu’une courte séquence de
35 bp de cette région contenait des séquences de fixation des facteurs de transcription SOX2 et

73 Nous avons émis I’hypothése

OTX2, permettant ainsi la régulation de I'expression du géne RAX
que des mutations de cette région régulant I'expression du géne RAX (impliqué dans I’AM) via les
facteurs de transcription SOX2 et OTX2 (eux méme impliqués dans I’AM), pourraient également
entrainer des malformations oculaires et expliquer la présence d’AM chez certains patients par
ailleurs dépourvu de mutation identifiée dans les génes connus. Aucune anomalie n’a été identifiée

chez 51 patients AM dans cette région candidate. Les résultats de cette étude sont décrits dans

I'article suivant:

- Article n°10
Chassaing, N et al. (2009). "Mutations in the newly identified RAX regulatory sequence are not a

frequent cause of micro/anophthalmia." Genet Test Mol Biomarkers 13(3): 289-90.

Conclusion

Notre approche par géene candidat a permis d’identifier un variant dans le gene LHX2, pour lequel il
n’a pas été possible de conclure formellement sur son lien avec le phénotype oculaire présenté par le
patient. L’analyse moléculaire des génes SOX1 et SOX21, ainsi que de la région régulatrice de RAX n’a

pas permis d’identifier de mutation délétere.

81



ARTICLE 9

Mutations in the LHX2 gene are not a frequent cause of micro/anophthalmia

Molecular Vision

2010-16: 2847-9

Desmaison, A. Vigouroux, C. Rieubland, C. Peres, P. Calvas and N. Chassaing

Dans cet article, nous décrivons la recherche de mutation dans un géne candidat par la fonction a la
genese d’AM. L'analyse a été conduite chez 70 patients atteints d’AM, chez qui aucune mutation
n’avait pu étre identifiée par I'analyse préalable des sept génes couramment testés responsables
d’AM. Le gene LHX2 nous paraissait étre un bon candidat compte tenu de l'existence d’une
anophtalmie chez les souris KO pour ce gene. De plus, il avait également été montré que ce gene
avait pour fonction de réguler le niveau et le patron d’expression de nombreux génes eux-mémes
connus pour intervenir au cours du développement oculaire. Deux variations faux-sens
hétérozygotes ont été identifiées : I'une, p.Pro259GIn, touchait un acide aminé non conservé et était
prédite comme bénigne par les outils in silico ; I'autre, p.Pro43Arg, touchait un acide aminé conservé
et était prédite par les outils in silico pour étre probablement délétere. Pour cette derniére
cependant, I'analyse familiale a montré que cette variation était héritée du pére asymptomatique. Il

n’a donc pas été possible de conclure entre trois hypotheses sur cette variation faux-sens :

- variation sans lien avec le phénotype oculaire

- mutation dominante avec pénétrance incompléte

- mutation récessive causale, avec chez ce méme patient une mutation héritée de la mere
non identifiée (remaniement exonique, mutation située dans un intron ou une séquence

régulatrice...)
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ARTICLE 10

Mutations in the newly identified RAX regulatory sequence are not a frequent cause of

micro/anophthalmia

Genetic Testing and Molecular Biomarkers

2009-13(3): 289-90

N. Chassaing, A. Vigouroux and P. Calvas

Cet article rapporte la recherche de mutation dans une séquence régulatrice du gene RAX. Cette
séquence régulatrice était doublement intéressante car elle permet la régulation d’expression d’un
gene d’AM (RAX) par des facteurs de transcription impliqués dans I'’AM (SOX2 et OTX2). Nous vy
décrivons la recherche de mutation chez 51 patients atteints d’AM, chez qui aucune mutation n’avait
pu étre préalablement identifiée par I'analyse des sept genes systématiquement testés chez les
sujets souffrant d’AM. Deux variations de séquences non représentées dans les bases de données
ont été identifiées a proximité de la séquence critique de 35 pb de fixation des facteurs de
transcription. Ces deux variations ont cependant été retrouvées chez 2 % et 5 % des controles,
rendant tres improbable leur implication dans les phénotypes oculaires de ces patients. Aucune autre

variation de séquence n’a été retrouvée.
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Letters to the Editor

Mutations in the Newly Identified RAX Regulatory Sequence
Are Not a Frequent Cause of Micro/Anophthalmia

Nicolas Chassaing,’™ Adeline Vigouroux,'? and Patrick Calvas'™

Aim: Microphthalmia and anophthalmia are at the severe end of the spectrum of abnormalities in ocular de-
velopment. A few genes (SOX2, OTX2, RAX, and CHX10) have been implicated in isolated micro/anophthalmia,
but causative mutations of these genes explain less than a quarter of these developmental defects. A specifically
conserved SOX2/OTX2-mediated RAX expression regulatory sequence has recently been identified. We pos-
tulated that mutations in this sequence could lead to micro/anophthalmia, and thus we performed molecular
screening of this regulatory element in patients suffering from micro/anophthalmia. Methods: Fifty-one patients
suffering from nonsyndromic microphthalmia (12=40) or anophthalmia (n = 11) were included in this study after
negative molecular screening for SOX2, OTX2, RAX, and CHX10 mutations. Mutation screening of the RAX
regulatory sequence was performed by direct sequencing for these patients. Results: No mutations were identified
in the highly conserved RAX regulatory sequence in any of the 51 patients. Conchisions: Mutations in the newly

identified RAX regulatory sequence do not represent a frequent cause of nonsyndromic micro/anophthalmia.

Introduction

M ICROPHTHALMIA AND ANOPHTHALMIA are at the severe
end of the spectrum of abnormalities in ocular devel-
opment. The combined occurrence rate for ‘these two mal-
formations is 1/10,000 births (Morrison et al., 2002; Lowry
et al., 2005). Mutations in several genes have been isolated
in syndromic and nonsyndromic anophthalmia. Hetero-
zygous mutations in SOX2 account for approximately 10%
of anophthalmia (Fantes et.al., 2003; Ragge et al., 2005).
Other genes have been identified to cause.isolated an-
ophthalmia or extreme microphthalmia in humans (OTX2,
RAX, and CHX10) (Verma and Fitzpatrick, 2007). The latter
are implicated in a very small proportion of affected indi-
viduals, implying wide genetic heterogeneity to match the
phenotypic variability.

The RAX homeobox gene is essential for vertebrate eye
development. In humans, the role of RAX in eye formation is
clearly supported by the identification of truncating and mis-
sense mutations in patients with anophthalmia (Voronina et al.,
2004; Lequeux et al., 2008). Recently, Danno et al., (2008)
identified a specific 35-nucleotide conserved regulatory se-
quence located 2 kb upstream of the promotor. They showed
that OTX2 and SOX2, two proteins, also directly implicated in
micro/anophthalmia, bind this conserved sequence, and act as

direct upstream regulators of RAX expression (Danno et al.,
2008). We hypothesize that mutations in this regulatory se-
quence could disturb the early embryologic process of eye
formation, and consequently lead to micro/anophthalmia.
Molecular analysis was therefore performed in 51 non-
syndromic micro/anophthalmia patients for whom previous
molecular analysis of genes implicated in isolated micro/
anophthalmia (SOX2, OTX2, RAX, and CHX10) had failed to
identify any causative mutation.

Patients and Methods
Patients

Fifty-one patients suffering from nonsyndromic micro-
phthalmia (1 = 40) or anophthalmia (1 = 11) were included in
this study after their informed consent was obtained accord-
ing to French law. All had undergone molecular analysis of
50X2, OTX2, RAX, and CHX10 genes without any causative
mutation identified.

Methods

The 35-nucleotide conserved RAX regulatory sequence
(1-3117 to 1-3084) was amplified by PCR using a set of primers
deduced from the RAX 5 genomic sequence (forward:

INSERM, U563, Centre de Physiopathologie de Toulouse Purpan, Toulouse, France.
2CHU Toulouse, Hopital Purpan, Service de Génétique Médicale, Toulouse, France.

3Université Toulouse III Paul-Sabatier, Toulouse, France.
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CCAGGCTCCTTACTGTTGCT; reverse: GCTTCCTTTGTG
CAGGACAT), corresponding to amplification of a 243-bp
fragment. The PCR-amplified strands were subsequently
purified with QIAquick Gel Extraction kit (Qiagen SA, Court-
aboeuf, France), and both strands were sequenced using Big
Dye DNA sequencing kit (Applied Biosystems, Courtaboeuf,
France). Reactions were analyzed in an ABI3100 sequencer
(Applied Biosystems).

Results and Discussion

To date, RAX mutations explain only a minority of micro/
anophthalmia cases. However, because only the coding se-
quences have been studied previously, the possibility of re-
current mutations in regulatory sequences could not be ruled
out.

The recently described RAX regulatory sequence was a
good candidate region for mutations in micro/anophthalmia,
as OTX2, SOX2 (two proteins that bind this sequence and then
regulate RAX expression), and RAX proteins expressed in
early eye development and mutations of genes encoding
these three proteins lead to micro/anophthalmia (Verma and
Fitzpatrick, 2007; Danno et al., 2008). The RAX regulatory
sequence is highly conserved among species (Danno et al.,
2008), and mutations in this sequence would probably im-
pair SOX2 and OTX2 DNA pairing and thus RAX expression.
Molecular analysis allows to identify two not previously
described heterozygous single-nucleotide polymorphisms (1-
3058C >T and 1-3046G > A) located near the highly con-
served regulatory sequence in, respectively, one and two
patients. However, these variations were also found, respec-
tively, in 2% and 5% of a control population of 50 individuals
and, hence, could be considered as nonpathogenic variations.
Molecular analysis failed to identify any sequence variation of
the RAX 35-nucleotide conserved regulatory element in the 51
patients included in this study.

In conclusion, although mutations in this sequence may
nevertheless be implicated in some micro/anophthalmia pa-
tients, our results suggest that such sequence variations are
not a frequent cause of micro/anophthalmia. Molecular basis
of these ocular malformations remains still poorly under-

CHASSAING ET AL.

stood, and further work remains to be done to identify new
micro/anophthalmia genes.
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IV-2 : Approche CGH-array
Introduction

Des anomalies chromosomiques détectées par les techniques de cytogénétique conventionnelle sont

identifiées chez 7,7 a 10 % des patients avec AM 24,26

. Il s’agit essentiellement de trisomie 13 ou 18,
ou l'atteinte oculaire n’est pas au premier plan. La CGH-array est un outil de cytogénétique
moléculaire permettant de détecter des remaniements chromosomiques non visibles sur un
caryotype standard. Cette technique a démontré son intérét pour identifier des
délétions/duplications cryptiques, et ainsi identifier les bases moléculaires de nombreux syndromes.
L'approche par geénes candidats positionnels (candidats positionnels sur les données de
cytogénétique) a permis d’identifier différents génes d’AM (SOX2, BMP4, TMX3....)* *>*"*. Quand des
remaniements chromosomiques sont détectés par la cytogénétique conventionnelle (caryotype) ou
la cytogénétique moléculaire (CGH-array) chez des patients avec AM, il est logique de faire
I"hypothése que le géne en cause dans leur anomalie du développement oculaire pourrait étre situé
au niveau du remaniement. En connaissant le(s) géne(s) situé(s) au niveau de la délétion, de la
duplication ou de la translocation, il est possible de chercher des arguments fonctionnels permettant
de suspecter un role a chacun de ces génes dans la genése de I’AM (famille de protéine, patron
d’expression, modeles animaux etc...). La seconde étape consiste ensuite a rechercher des mutations

ponctuelles de ces génes candidats chez des patients atteints d’AM.

Pour des raisons pratiques (quantité d’ADN pour certains patients, ancienneté de I’ADN pour
d’autres, résolution de la technique de CGH-array dans notre laboratoire au moment du projet, CGH-
array faites dans un cadre diagnostic, budget...), nous n’avons pas réalisé de recherche systématique
de micro-réarrangements chromosomiques dans la cohorte de patients étudiés. Nous avons, par
contre, participé au travail de thése d’Université du Dr. Andrée Delahaye qui a testé par CGH-array
65 patients présentant une anomalie du développement oculaire d’allure syndromique (associée a

une déficience intellectuelle et/ou des malformations d’organes).

Méthodes et Résultats

En plus de la validation par la technique de CGH-array des 8 délétions identifiées dans notre
laboratoire par QMPSF (5 SOX2, 2 OTX2 et 1 RAX, cf. chapitre "analyse moléculaire des génes
connus"), la CGH-array a permis d’identifier 4 remaniements chromosomiques dont le caractére

causal est discuté dans I'article ci-dessous (patients 10, 11, 12, et 14) :
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- Articlen®11
Delahaye, A et al. (2012). "Genomic imbalances detected by array-CGH in patients with syndromal

ocular developmental anomalies." Eur J Hum Genet 20(5): 527-33.

Conclusion

La CGH-array est une technique a considérer dans le but d’identifier de nouveaux genes
responsables de maladies. Pour des raisons pratiques et budgétaires, nous n’avons pas réalisé cette
analyse de maniére systématique, mais avons pu participer au travail du Dr Delahaye focalisé sur
cette technique dans les anomalies du développement oculaire. Cette collaboration, a également
abouti a caractériser finement les délétions des genes SOX2, OTX2 et RAX identifiées par la QMPSF
dans un cadre diagnostique. Enfin, les régions désignées par ces remaniements ont permis de
considérer les génes impliqués comme des génes candidats aux anomalies du développement
oculaire. Ces génes candidats par la position ont ainsi été analysés pour les approches de séquencage

a haut débit citées plus loin. (cf. chapitre "séquencage haut débit des génes candidats").
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ARTICLE 11

Genomic imbalances detected by array-CGH in patients with syndromal ocular developmental

anomalies

European Journal of Human Genetics

2012-20(5): 527-33

A. Delahaye, P. Bitoun, S. Drunat, M. Gerard-Blanluet, N. Chassaing, A. Toutain, A. Verloes, F. Gatelais, M.
Legendre, L. Faivre, S. Passemard, A. Aboura, S. Kaltenbach, S. Quentin, C. Dupont, A. C. Tabet, S. Amselem,

J. Elion, P. Gressens, E. Pipiras and B. Benzacken

65 patients atteints d’anomalies malformatives oculaires associées a une déficience intellectuelle
et/ou d’autres malformations ont été analysés par la technique de CGH-array 105 ou 180K. 14
remaniements ont été identifiés chez ces patients. Pour 10 d’entre eux, il existe des arguments pour
établir un lien de causalité entre le remaniement identifié et I'atteinte oculaire. Pour quatre de ces
remaniements le lien avec I'atteinte oculaire a été considéré improbable. Parmi les 10 remaniements
considérés comme potentiellement causaux, 4 impliguent des genes dont le réle dans le
développement oculaire était déja connu (2 délétions d’OTX2 et 2 de FOXC1). Les 6 autres
remaniements permettent de pointer de nouveaux candidats a la genése d’anomalies du

développement embryonnaire de I'ceil.
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Genomic imbalances detected by array-CGH in
patients with syndromal ocular developmental
anomalies

Andrée Delahaye*!">>15, Pierre Bitoun®!3, Séverine Drunat’, Marion Gérard-Blanluet’, Nicolas Chassaing®,
Annick Toutain’, Alain Verloes>>3, Frédérique Gatelais®, Marie Legendre!?, Laurence Faivre'!, Sandrine Passemard>>?%,
Azzedine Aboura®, Sophie Kaltenbach™!2, Samuel Quentin'?, Céline Dupont!'”, Anne-Claude Tabet®,

Serge Amselem®, Jacques Elion3”>%14, Pierre Gressens>%, Eva Pipirasl’2’3’16 and Brigitte Benzacken!2-3>16

In 65 patients, who had unexplained ocular developmental anomalies (ODAs) with at least one other birth defect and/or
intellectual disability, we performed oligonucleotide comparative genome hybridisation-based microarray analysis (array-CGH;
105A or 180K, Agilent Technologies). In four patients, array-CGH identified clinically relevant deletions encompassing a gene
known to be involved in ocular development (FOXC1 or OTX2). In four other patients, we found three pathogenic deletions

not classically associated with abnormal ocular morphogenesis, namely, del(17)(p13.3p13.3), del(10)(p14p15.3), and
del(16)(p11.2p11.2). We also detected copy number variations of uncertain pathogenicity in two other patients. Rearranged segments
ranged in size from 0.04 to 5.68 Mb. These results show that array-CGH provides a high diagnostic yield (15%) in patients with
syndromal ODAs and can identify previously unknown chromosomal regions associated with these conditions. In addition to their

importance for diagnosis and genetic counselling, these data may help identify genes involved in ocular development.
European Journal of Human Genetics (2012) 20, 527-533; doi:10.1038/ejhg.2011.233; published online 11 January 2012

Keywords: ocular developmental anomaly; array-CGH; OTXZ2; FOXCI; 16pl11.2 deletion; YWHAE

INTRODUCTION

Ocular developmental anomalies (ODAs) are severe structural defects
of the eye caused by disruption of the complex process of ocular
morphogenesis during early gestation.! ODAs occur in about 1 in
3000 to 4000 neonates and have been estimated to account for at least
25% of cases of childhood visual impairment worldwide.>*> ODAs
include anophthalmia, microphthalmia, coloboma (failure of the optic
fissure to close), congenital cataract (opacity of the lens fibres), and
dysgenesis of the anterior segment (iris and cornea). These anomalies
can occur separately or in combination and can be accompanied with
other birth defects and/or with intellectual disability. The broad
clinical spectrum of syndromal ODAs reflects the complexity of the
pathways involved in ocular development. Many genes are known to
be involved in ocular development, including several genes initially
identified in chromosomal rearrangements.*

Chromosomal abnormalities are found in 7.7 to 10% of neonates
with ocular anomalies and other birth defects.>® The introduction of
microarray technology has shown a very high rate of rearrangements
undetectable with standard or high-resolution karyotyping. Submi-
croscopic copy number variations (CNVs) account for a substantial
proportion of normal and pathogenic genetic variation in humans.’

Few studies have specifically addressed the role for submicroscopic
chromosomal imbalances in ODAs. In a case—series study of 32
patients with non-syndromal anophthalmia, microphthalmia, or
coloboma, a single causal deletion was found, suggesting a limited
causal role for CNVs in non-syndromal ODAs.® Another study found
pathogenic CNVs in 5 (13%) of 37 patients with ocular birth defects.’

The objective of this study was to determine the prevalence of
genomic imbalances identified using comparative genomic hybridisa-
tion-based microarray analysis (array-CGH) in patients with syndro-
mal ODAs.

PATIENTS AND METHODS

Informed consent to participation was obtained from all patients
and/or parents before study inclusion. Parents also gave informed
consent for their own tests.

PATIENTS

A total of 65 unrelated patients (42 males and 23 females) were
included. They were born to non-consanguineous parents and
had unexplained syndromal ODAs with normal karyotypes. All
patients were examined by experienced ophthalmologists and clinical
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geneticists, and had negative routine diagnostic work-up results. There
were 38 patients with micro-anophthalmia and coloboma, 7 with optic
nerve hypoplasia, 2 with aniridia, 8 with anterior segment anomalies,
8 with congenital cataract, and 2 with other ocular defects (Duane
syndrome and buphthalmos, respectively). Only patients with intellec-
tual disability and/or at least one extraocular birth defect were included.
Individual patient characteristics are reported in Supplementary Table 1.

Array-CGH

Blood samples were obtained from the study patients and, when
possible, from their parents. Genomic DNA was isolated from blood
samples using standard protocols. Oligonucleotide array-CGH was
performed using the Human Genome CGH Microarray Kit 105A or
SurePrint G3 Human CGH Microarray Kit, 4x180K (Agilent Tech-
nologies, Santa Clara, CA, USA). In the 105A kit, the arrays include a
total of 105 750 probes, with an overall median probe spacing of 22 kb,
and in the 180K kit a total of 180 880 probes, with an overall median
probe spacing of 13 kb. Experiments were performed according to the
standard Agilent protocol (Agilent Oligonucleotide Array-Based CGH
for Genomic DNA Analysis, version 6.3). Commercially available
genomic DNA (Promega, Madison, WI, USA) was used as the control.
Hybridised slides were scanned with a microarray scanner (G2505B
SureScan High-Resolution Technology Agilent), and the image data
were extracted and converted to text files using Agilent Feature
Extraction software. The data were graphed and analysed using Agilent
CGH Analytics software (statistical algorithm: ADM-2; sensitivity
threshold: 6.1). Only gains or losses that encompassed at least three
consecutive oligomers on the array were considered. CNVs previously
identified in unaffected individuals according to the Database of
Genomic Variants (http://projects.tcag.ca/variation/) were excluded.
The validation method was chosen based on the imbalance type
(deletion or duplication), size, and sample availability (DNA and/or
metaphase spreads). Then, the clinical relevance of observed chromo-
somal aberrations was estimated according to data found in the
scientific literature and databases for each of the regions and genes
involved, using the DECIPHER database (http://www.sanger.ac.uk/
PostGenomics/decipher/) for known microdeletion and microdupli-
cation syndromes and the Online Mendelian Inheritance in Man
(OMIM, www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/getmorbid.cgi) for known
disease-causing genes, gene functions, and inheritance patterns.
Whenever possible, to discriminate between de novo and inherited
anomalies, the parents were tested using fluorescence in situ hybridi-
sation (FISH), multiplex ligation-dependent probe amplification
(MLPA), or real-time quantitative PCR technology (qPCR). When
there was a family history of ODA or X-linked anomaly, additional
family members were studied to evaluate the familial segregation of
the inherited anomalies. DNA copy alterations were considered
possibly pathogenic when they involved regions known to be asso-
ciated with microdeletion or microduplication syndromes, involved
known dosage-sensitive genes, involved known eye development
genes, consisted in de novo imbalances, or exhibited a pattern of
family segregation consistent with pathogenicity.

Fluorescence in situ hybridisation

FISH was performed using standard protocols with commercially
available probes. BAC clones from the RPCI human BAC library
were selected in the chromosomal region of interest using the UCSC
Genome Browser (http://genome.cse.ucsc.edu). DNA was labelled
with Spectrum GreenTM-11-dUTP or Spectrum OrangeTM-11-dUTP
(Vysis, Downers Grove, IL, USA) by nick translation, using a commercial
kit (Roche Diagnostics GMBH; http://www.rochediagnostics.com)
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according to the manufacturer’s instructions. All BAC clones used
for confirmation are described in the online Supplementary Informa-
tion file (Supplementary Table 2).

Multiplex ligation-dependent probe amplification

The microdeletion syndrome-specific MLPA kit SALSA P297-Bl
was used with MRC-Holland reagents (MRC-Holland, Amsterdam,
the Netherlands) according to the manufacturer’s protocol. Amplifica-
tion products were analysed using capillary electrophoresis in the
DNA Analyser 3130XL and GeneMapper software v3.7 (Applied
Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). This kit contains
probes targeting the 16p11.2 region (MAZ, MVP, HIRIP3, DOC2A,
and MAPK3 genes).

Real-time qPCR

Real-time qPCR was performed on a StepOnePlus Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Life Technologies) with fluorescent SYBR
Green dye (Power SYBR green PCR master mix, Applied Biosystems,
Life Technologies). Gene-specific primers for the target gene and
endogenous control genes (F9 and PTEN) were designed using Primer
Express Software (Applied Biosystems, Life Technologies). The BLAST
program from the NCBI browser (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)
was used for in silico specificity analysis. Amplification efficiencies
were calculated based upon the generation of standard curves using
serial dilutions of genomic DNA. Assays with amplification efficiencies
between 85 and 120% were considered acceptable. Each sample was run
in triplicate for target gene quantification compared with endogenous
control genes. Data were processed using the StepOne software v.2
(Applied Biosystems, Life Technologies), with the comparative AA
threshold cycle-number method.!® All the primers and probes used
for qQPCR are described in the online Supplementary Information file
(Supplementary Table 2).

Microsatellite analysis

Microsatellites were selected from UCSC Genome Browser microsatellites
or simple repeat tracks, and primers were designed using the NCBI
Primer-BLAST program. For a single reaction, a master mix of 2.5 ul
10x PCR buffer with 25 mm MgCI2, 1 ul 5 mm dNTP, 0.125 pul AmpliTaq
Gold enzyme (Applied Biosystems, Life Technologies), 0.25ul 20 pM
primers (forward and reverse), and 16 375 pl sterile H2O was prepared. A
volume of 1l DNA (50 ng/ul) was added to each reaction. The PCR
reaction was run in Eppendorf Thermocyclers (Eppendorf, Hamburg,
Germany) using the following conditions: hot start at 95 °C for 10 min,
95 °C for 10s, 50 °C for 10s for 36 cycles, followed by a final extension
step at 72 °C for 4 min. Samples were analysed on an ABI 3730 XL DNA
sequencing analyser and processed using GeneMapper 3.7 software
(Applied Biosystems, Life Technologies).

RESULTS

Molecular karyotyping

Array-CGH identified 15 DNA CNVs involving segments larger than
100kb in 14 patients (Table 1). These alterations were consistently
confirmed by FISH, MLPA, or qPCR. The altered segments ranged in
size from 0.04 to 5.68 Mb (Figure 1). In four patients, we identified
clinically relevant deletions encompassing a gene known to be
involved in ocular development (FOXCI or OTX2; Table 1, patient
no. 1-4). In four other patients, three pathogenic deletions not
classically associated with ODAs were found, namely, del(10)(p14p15.3),
del(17)(13.3p13.3), and del(16)(p11.2p11.2) (Table 1, patient no. 5-8).
Microsatellite analyses showed that the deletions were de novo
and paternally derived for patient no. 1, 2, and 5, and de novo
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Table 1 DNA copy alterations identified using array-CGH

Patient Imbalance Size (Mb) ISCN description? Inheritance Major genes involved DECIPHER patient
Possibly pathogenic chromosomal anomalies
Patient 1 Del 5.68 6p25.1p25.3(107,883-5,684,125)x1 Pat (dn) FOXC1 PAR251592
Patient 2 Del 1.95 6p25.2p25.3(477,352-2,472,573)x1 Pat (dn) FOXC1 PAR251563
Patient 3 Del 0.61 4q34934(176,398,264-177,004,339)x1 Pat (inh) GPM6A PAR251586
Del 2.25 14q22.2923.1(54,287,767-56,543,234)x1 Mat (inh) OTX2, GCH1
Patient 4 Del 0.04 11p15.4p15.4(3,765,195-3,809,332)x1 u RHOG PAR254661
Del 0.11 14923.1923.1(56,326,564-56,433,789)x1 oTX2
Patient 5 Del 5.55 10p14p15.3(2,911,242-8,457,638)x1 Pat (dn) AKR1C2, GATA3 PAR251587
Patient 6 Del 0.5 17p13.3p13.3(1,105,199-1,605,301)x1 u YWHAE PAR251562
Patient 7 Del 0.6 16p11.2p11.2(29,500,084-30,106,254)x1 Mat (dn) SEZ6L2 PAR251593
Patient 8 Del 0.55 16p11.2p11.2(29,560,300-30,106,254)x1 Non-mat SEZ6L2 PAR256688
Patient 9 Dup 0.18 11p15.4p15.4(7,283,552-7,466,165)x3 Pat (inh) SYT9, OLFML1 PAR251548
Patient 10 Del 0.36 20p12.1p12.1(15,003,653-15,360,378)x1 U MACROD2 PAR251588
Probably non-pathogenic variant
Patient 11 Del 0.41 Xq25q25(127,268,216-127,679,006)x1 Mat (inh) Pseudogenes PAR251582
Patient 12 Del 0.77 2q23.3923.3(153,511,511-154,277,644)x1 Mat (inh) RPRM PAR251584
Patient 13 Dup 0.2 6pl1.2p11.2(27,767,070-27,969,040)x3 Mat (inh) tRNA genes, histone gene cluster PAR251546
Patient 14 Del 0.2 8p23.2p23.3(3,079,016-3,276,030)x1 Pat (inh) CSMD1 PAR251596

Abbreviations: Del, deletion; dn, de novo; Dup, duplication; inh, inherited; ISCN, International System for Human Cytogenetic Nomenclature (2009); mat, maternal; pat, paternal; U, unavailable.

20n NCBI human genome Build 36 (UCSC hgl18).
Bold denotes gene known to be involved in ocular development.

Figure 1 Possibly pathogenic chromosomal anomalies identified in patients with syndromal ODAs. Chromosome views and/or gene views of the affected
chromosome or chromosome band produced by the Agilent CGH Analytics software and showing the aberrant region, which is highlighted in colour. On gene
views, the dots correspond to the array targets, arranged on the y axis according to their genomic position and on the x axis according to their log2 intensity

ratio value.

and maternally derived for patient no. 7. In patient no. 9,
the inherited 11p15.4 duplication involving genes not known to be
associated with disease was interpreted as possibly pathogenic because
the pattern of family segregation suggested an autosomal dominant
defect with incomplete penetrance and variable expressivity (Figure 2,
Family A). In patient no. 10, we provisionally classified the 360-kb
20p12.1 deletion as possibly pathogenic, although no known disease-
associated gene, microdeletion, or microduplication syndrome was
found. We are seeking to obtain samples from the parents and sisters
to clarify the clinical significance of this deletion. In a male patient

(patient no. 11) with an Xq25 deletion involving genes not known to
be associated with disease and inherited from a healthy mother, the
family study identified this Xq25 deletion in an asymptomatic
maternal uncle and was therefore probably a non-pathogenic variant
(Figure 2, family B, and Table 1). In three patients (patient no. 12, 13,
and 14), DNA copy alterations were inherited from a phenotypically
normal parent with no family history of ODA and were interpreted as
likely non-pathogenic variants (Table 1). All 14 patients have been
submitted for registration in the DECIPHER database (http://www.
sanger.ac.uk/PostGenomics/decipher/).

European Journal of Human Genetics
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Figure 2 Family segregation of possibly pathogenic chromosomal anomalies. Family studies were performed for patient no. 9 (family A), 11 (family B),
and 3 (family C). In family A, segregation of the 11p15 duplication was consistent with an autosomal dominant disorder with incomplete penetrance
and variable expression. In family B, the Xq25 deletion was present in an asymptomatic maternal uncle, suggesting that it was a non-pathogenic
variant devoid of clinical significance. Family C demonstrates the incomplete penetrance and variable expressivity of phenotypes associated with OTX2
defects. The additional paternally inherited imbalance in patient no. 3 suggests that GPM6A haploinsufficiency may modify the phenotype associated with

OTX2 defects. dup, duplication; A, deletion; +, wild type.

Clinical data of patients with clinically relevant chromosomal
abnormalities

Patient no. 1. This girl with a 6p25 deletion encompassing the
FOXCI gene was referred to a clinical geneticist at 1 month of age
for dilated cardiomyopathy and facial dysmorphism. She was the
first and only child of healthy non-consanguineous parents. The
pregnancy was uneventful. She was born at 39 weeks of gestation
after a normal vaginal delivery. At birth, she had normal values for
weight (2845¢), length (47.5cm), and occipitofrontal circumference
(34 cm). Dysmorphic features included a prominent forehead, hyper-
telorism, down-slanting palpebral fissures, a broad nasal bridge, and
ocular proptosis. The combination of dilated cardiomyopathy and
facial dysmorphism prompted further investigations. The conventional
cytogenetic analysis was normal. The ophthalmologist found bilateral
Axenfeld’s anomaly with iridocorneal adhesions and corectopia of the
right eye. Magnetic resonance imaging (MRI) of the brain showed a
short corpus callosum and mega cisterna magna. During follow-up,
mild motor delay developed and the cardiomyopathy remained stable.
At last follow-up, she was 2 years of age and unable to walk alone; her
weight was 10.2kg (—1.5 SD), her height 81cm (—1 SD), and her
OFC 46cm (—1 SD).
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Patient no. 2. This 27-year-old man with a 6p25 deletion encom-
passing the FOXCI gene was born to non-consanguineous parents. He
had Rieger syndrome with low vision and bilateral Rieger ocular
anomaly (iris hypoplasia, iridocorneal adhesions, and posterior
embryotoxon) complicated by bilateral glaucoma. Other abnormal-
ities were hypotrophy, hypodontia, and autistic spectrum disorder.
Cerebral MRI could not be performed.

Patient no. 3. This 24-year-old male belonging to family C (Figure 2)
and his two maternal uncles (C5 and C6) had various combinations of
colobomatous microphthalmia, palate anomalies, facial dysmorphism,
renal malformation, microcephaly, and intellectual disability. They
had a 14923 deletion encompassing the OTX2 gene. The carrier
females had mild features (strabismus, nystagmus, low-normal intelli-
gence, and speech problems), except one (C7), who was asympto-
matic. Cousin C10 had developmental delay, strabismus, marked
scoliosis, mild dysmorphism, and dopa-responsive dystonia. No
other family members carrying the deletion had neurological symp-
toms suggesting dystonia.

Patient no. 4. This 14 year-old girl with a 14923 deletion encom-
passing the OTX2 gene was the first of two children of healthy



non-consanguineous parents. There was no family history of ODA.
She was born at full term after a normal vaginal delivery. Her birth
weight (2400 g) and length (46 cm) were at —2 SD (third percentile).
She had severe bilateral microphthalmia, facial dysmorphism (promi-
nent forehead and depressed nasal bridge), and developmental delay.
When she was 4 years old, her weight was 10kg (—3 SD), her height
was 87cm (—3.5 SD), and her skeletal bone age was 2 years.
Investigations showed growth hormone deficiency and she was started
on growth hormone replacement therapy. Brain MRI showed anterior
pituitary hypoplasia and an ectopic posterior pituitary gland. At 10
years of age, after more than 5 years of growth hormone treatment,
her weight was 21kg (—2 SD) and her height 124 cm (-2 SD).

Patient no. 5. This 9-year-old boy with 10p14p15 deletion was the
first and only child of healthy non-consanguineous parents. He was
born at full term after a normal vaginal delivery, with growth
parameters at —2 SD: weight 2380¢ (fifth percentile); length 45cm
(third percentile), and OFC 32 cm (fifth percentile). He had multiple
birth defects consisting of choanal atresia, bilateral coloboma of the
iris, malrotation of the midgut, grade III vesicoureteral reflux, facial
dysmorphism (blepharophimosis with down-slanting palpebral fis-
sures), and microcephaly (OFC at —4 SD). During follow-up, epilepsy
and developmental delay were diagnosed, followed by bilateral hearing
impairment and hypoparathyroidism.

Patient no. 6. This 9-year-old boy previously described by Schiff
et al'l as patient D had a 17p13.3. deletion. He was the second child of
healthy non-consanguineous parents. He had prenatal-onset growth
retardation, bilateral chorioretinal coloboma with lens coloboma and
right microcornea, developmental delay, and facial dysmorphism
(large face, hypertelorism, down-slanting palpebral fissures, ptosis,
short nose, pointed chin, and everted lower lip). Multidrug-resistant
epilepsy developed during follow-up.

Patient no. 7. This 4-year-old girl with a 16p11.2 deletion had septo-
optic dysplasia, with pituitary deficiency and intellectual disability.
The ophthalmological examination was abnormal, with colobomatous
microphthalmia of the left eye, persistent hyperplastic primary vitreous,
and cataract of right eye. Brain MRI showed agenesis of the septum
pellucidum and olfactory bulb and hypoplasia of the optic tract.

Patient no. 8. This 6-year-old boy with a 16p11.2 deletion was the
second of two children of healthy non-consanguineous parents. There
was no family history of ODA. He was born at full term after a normal
vaginal delivery, with growth parameters at —2 SD: weight 2735g
(5-10th percentile); length 48 cm (10th percentile); and OFC 33 cm
(10th percentile). Congenital nasolacrimal duct obstruction was repaired
surgically. Chorioretinal coloboma with microcornea was found in the
left eye; the right eye was normal. During follow-up, mild psycho-
motor delay with a speech defect developed. Brain MRI was not
performed.

Patient no. 9. This 10-year-old boy with a 11p15.4 duplication was
the first and only child of healthy non-consanguineous parents and
belonged to family A (Figure 2). He had optic nerve hypoplasia,
growth hormone and TSH deficiency, sleep disorder, and intellectual
disability. Brain MRI showed anterior pituitary hypoplasia and ectopia
of the posterior pituitary gland without other septal anomalies. His
two paternal female cousins had simple microphthalmia.

Patient no. 10. This girl with a 20p12.1 deletion was the first-born
child of healthy non-consanguineous parents. Abnormalities at birth
consisted of bilateral anophthalmia, cleft lip and palate, deafness, and
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bilateral inguinal hernia. Her psychomotor development and stature
were normal. She had a sister with unilateral microphthalmia and cleft
lip and palate.

DISCUSSION

Using whole-genome array-CGH, we found 10 potentially pathogenic
chromosome imbalances among 65 patients with ODAs. This diag-
nostic yield of 15% is consistent with the findings from oligonucleo-
tide-based array studies in patients with unexplained intellectual
disability or developmental delay.'>!> Our study’s arrays resolutions
are theoretically lower than those used in the two previous array-CGH
studies of patients with ODA.% However, our diagnostic yield is
similar or better. This is certainly explained by differences in the
inclusion criteria; unlike us, these two studies included patients with
isolated ODAs.

The chromosomal abnormalities identified in patient no. 1-8 were
considered causal. In four patients (no. 1-4), we found deletions
encompassing a gene known to be involved in ocular development
(FOXC1 or OTX2), in keeping with an earlier study.’ Adding our
patients to those of this previous study, 8% of patients with ODAs had
deletions encompassing OTX2 (n=3), FOXCI (n=3), COHI (n=1),
or PAX6 (n=1). FOXCI alterations (mutations or 6p25.3 deletions/
duplications) are involved in Axenfeld-Rieger anomaly or syndrome
(MIM 601090, 602482, and 601631) and were recently shown to cause
cerebellar vermis hypoplasia and to contribute to the Dandy—Walker
continuum.'* OTX2 deletions and heterozygous mutations cause
syndromal micro-anophthalmia (MIM 600037 and 610125)"° and
developmental anomalies of the pituitary gland,'® and OTX2 muta-
tions can cause septo-optic dysplasia.!” Family C and several pre-
viously described families were reported with OTX2 alterations in
patients presenting micro-anophthalmia and/or pituitary deficiency
but inherited from an asymptomatic parent,»'®1819 suggesting the
incomplete penetrance of OTX2-associated phenotypes. Therefore, a
CNV encompassing OTX2 transmitted by an unaffected parent can be
pathogenic for his child. Intrafamilial heterogeneity of OTX2 defects
may be explained, in some cases, by an additional imbalance. The
GPMG6A gene included in the paternally inherited 610-kb deletion at
4q34 of our patient no. 3 and the RHOG gene in the 11p15 deletion of
patient no. 4 have both been implicated in neurite outgrowth.2%!
RHO-ROCK signalling is involved in regulating the microfilament
system, which is a key regulator of epithelial morphogenesis®> and
controls the early phases of optic cup morphogenesis.”> These data
support a role for RHOG in ODAs. We therefore suggest that RHOG
haploinsufficiency may modulate the OTX2-related phenotype of
patient no. 4.

Patient no. 5 and no. 6 carry pathogenic deletions that are not
classically associated with ODAs. In both patients, the extraocular
phenotype is consistent with the deletion. Their ODA could be related
to a separate unknown cause or explained by the incomplete pene-
trance of an unknown ocular developmental gene included in their
deletion. In patient no. 5, the deletion includes GATA3, which is
involved in the HDR syndrome (hypoparathyroidism, deafness, and
renal dysplasia syndrome, MIM 146255), and the phenotype is
consistent with HDR syndrome. The additional anomalies are possibly
due to the other genes included in the large 10p14p15 deletion in this
patient. In keeping with earlier data,'?* ocular coloboma was a
feature in our patient no. 6, pointing to a critical 0.67-Mb region
for coloboma, with incomplete penetrance.

CNVs associated with partially penetrant phenotypes raise chal-
lenges, as seen also in our patient no. 7 and 8, who had a 16p11.2
deletion. The 16p11.2 deletion syndrome (OMIM 611913) has been
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described in at least 100 individuals. The common deleted or
duplicated region is 555 kb in length and is flanked by two low copy
repeats of about 147 kb, suggesting that its pathogenic effects may be
mediated by non-allelic homologous recombination. Recurrent micro-
deletions and microduplications at 16p11.2 have been shown to confer
susceptibility to autistic spectrum disorder and have been identified in
up to 1% of patients with this diagnosis.?> The 16p11.2 deletion
frequently co-segregates with severe early-onset obesity.?%*” ODA is
not a common feature of 16p11.2 deletions. In a neonate with
multiple anomalies, including right ocular coloboma and chorioreti-
nitis, array-CGH detected a 16pl1.2 deletion on the G-banded
karyotype; the size of the deletion was not estimated, and the break
points were not reported.” More recently, microphthalmia and optic
nerve coloboma were reported in a patient with a de novo 16p11.2
microdeletion.?’ Our finding of a 16p11.2 deletion in two patients
with ODAs supports a causal link between 16p11.2 haploinsufficiency
and low-penetrance coloboma. A less likely hypothesis is that of an
autosomal recessive disorder with loss of one of the alleles, allowing
the mutation-carrying allele to cause the ODA. In this chromosomal
region, SEZ6L2 may be involved in ocular development, as it is
expressed in the forebrain during development® as well as in the
eye (BioGPS, http://biogps.gnf.org/; GeneHub-GEPIS, http://www.cgl.
ucsf.edu/Research/genentech/genehub-gepis/genehub-gepis-search.html).
Further studies are needed to evaluate the potential role for SEZ6L2 or
another 16p11.2 gene in ocular development.

The clinical relevance of the CNV detected by array-CGH was
unclear in two of our patients. Criteria for pathogenic CNVs, as
opposed to non-pathogenic CNVs, have been suggested (see Table 1 of
Lee et alPl). Nevertheless, it may be difficult to draw a definitive
conclusion,”*? most notably when samples cannot be obtained from
both parents (and, in some cases, other family members). Unavail-
ability of family samples is probably the greatest challenge raised by
the use of array-CGH as a routine diagnostic tool. In our patient no.
10, the absence of family samples hindered our ability to interpret the
360-kb deletion at 20p12.1 in exon 6 and intron 6 of MACROD2. This
deletion is not registered among the non-pathogenic CNVs in the
DGV database. The function of MACROD?2 (previously ¢200rf133) is
unknown. Genome-wide association studies found significant associa-
tions of MACROD?2 single-nucleotide polymorphisms with autistic
spectrum disorder,?3 brain infarction,3* and brain volume in multiple
sclerosis.> The 360-kb deletion is located close to a hotspot of de novo
and inherited CNVs with variable and non-recurrent break points,
involving exon 5 and/or intron 5 of MACROD2. CNVs of this hotspot
were found in control individuals in the DGV database and in
individuals with schizophrenia,®® holoprosencephaly,>’ and Kabuki
syndrome,>®*° suggesting limited or absent clinical relevance.*® The
phenotype in patient no. 10 does not resemble Kabuki syndrome.
These facts argue against a role for MACROD?2 in ODAs.

The clinical relevance of the 11p15 microduplication detected in
patient no. 9 is uncertain. This 180-kb duplication partially encom-
passes two genes, SYT9 (OMIM 613528) and OLFMLI. Confirmation
using qPCR cannot distinguish a tandem/inverted duplication from
an insertion at a distance. The SYT9 gene is specifically expressed in
the mouse brain and may have a role in calcium-sensitive synaptic
neurotransmitter release,*! but neither SYT9 nor OLFLM1 is known to
be associated with clinical disease. The 11p15 duplication was also
found in a cousin of patient no. 9 who has a different ODA. Micro-
anophthalmia, optic nerve hypoplasia, and hypopituitarism belong to
the growing spectrum of anomalies known to occur in septo-optic
dysplasia.!” The pattern of family segregation is consistent with an
autosomal dominant defect with incomplete penetrance and variable
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expression. In the absence of similar cases, we can suggest, but not
confirm, that this variant is pathogenic.

In our study, two-thirds of the patients were males, in keeping with
the known male predominance among patients with ODA (and
intellectual disability). No pathogenic CNVs were found in the X
chromosome in our study or in earlier work. Therefore, the male
preponderance can probably not be ascribed to genomic rearrange-
ments involving developmental genes on the X chromosome. How-
ever, we cannot rule out inadequate distribution of oligonucleotide
probes on the X chromosome.

In conclusion, our results emphasise the benefits of whole-genome
array-CGH for the diagnosis of ODA syndromes. Detecting the genetic
defect has important consequences for genetic counselling of the
families and follow-up of the patients. Detailed molecular analysis
of the rearranged regions may help to identify the genes involved in
ocular development.
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IV-3 : Approche expérimentale
Introduction au chapitre

Pour identifier de nouveaux genes d’AM, nous avions émis I"hypothése que ces nouveaux genes
pourraient étre des génes régulés par les facteurs de transcription (FT) déja connus comme
responsables d’AM et exprimés précocement dans le développement oculaire. L'analyse des génes
régulés par les facteurs de transcription déja impliqués dans les AM, de leur fonction et de leur
cartographie d’expression spatiale et temporelle constitue une étape clef de la compréhension des
mécanismes moléculaires impliqués dans le développement oculaire normal'”®, et de I'identification
de nouveaux genes impliqués dans les défauts du développement oculaire. Nous avons tenté
d’identifier par 'approche expérimentale exposée ici les genes régulés par les FTs SOX2, OTX2, PAX6
et RAX dont l'importante contribution au développement oculaire a été démontrée a maintes

reprises (voir chapitre "introduction aux facteurs de transcription étudiés")

Pour identifier les génes cibles de ces 4 FTs, nous avons mené en parallele des analyses

transcriptomiques et une approche par immunoprécipitation de chromatine.

Pour ces expériences, nous avons travaillé a partir de cellules souches embryonnaires établies en
lignée (CCE), génétiquement modifiées (surexprimant le géne Rax, CCE-Rx). La surexpression de Rax
permet leur différenciation en cellules rétiniennes'’®. Cette lignée nous a été transmise par le Pr. S.
Watanabe (Kobe, Japon). Son équipe avait pu montrer qu’en introduisant une cassette d’expression
du géne Rax dans des cellules souches embryonnaires d’origine murine (CCE), ces cellules
conservaient leur caractéere indifférencié et continuaient a proliférer en présence de LIF (Leukemia
Inhibitoring Factor), comme les cellules CCE non modifiées. Par contre, la surexpression exogene de
Rax leur conférait la possibilité de migrer dans des explants rétiniens et de s’intégrer dans ceux-ci,
contrairement aux cellules méres non modifiées. Les CCE-Rx s’intégraient alors principalement dans
la couche ganglionnaire, étaient capable de se connecter avec les cellules rétiniennes et d’approcher

les capacités électrophysiologies de ces cellules.

Ces données montrent que la surexpression du géne Rax dans ces cellules souches embryonnaires,
leur confére, dans des conditions spécifiques, une plus grande capacité a se différencier en cellules
rétiniennes. Ce modele cellulaire de cellules souches embryonnaires "orientées" vers une
différentiation rétinienne, nous a paru un modele cellulaire propice a rechercher les cibles des FTs

étudiés au cours du développement oculaire.
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IV-3-A : Transcriptomique
Introduction

Dans une premiére approche, la recherche des cibles des FTs Sox2, Otx2, Rax et Pax6, a été conduite
a l'aide des analyses transcriptomiques des cellules CCE-Rx aprés inhibition ou surexpression de ces

FTs.

Méthodes et Résultats

- Culture Cellulaire
Les CCE-Rx indifférenciées sont cultivées dans des bofites de culture de 10cm de diametre revétues de
gélatine (Biocoat) dans 6 ml de milieu DMEM supplémenté avec 15% de sérum de veau foetal, 100
uM 2-mercaptoéthanol, 10 ng / ml LIF, 2 mM glutamine et 100 uM MEM non-acides aminés
essentiels. Les cellules CCE sont maintenues dans un incubateur humidifié a 37 °C et 5% de CO, dans
I'air. Le milieu de culture a été changé tous les jours. Les CCE-Rx indifférenciées sont adhérentes et

sont passées toutes les 48H.

Pour la formation de corps embryoides (cellules en cours de différenciation), les CCE-Rx sont
cultivées en suspension dans des boites de Pétri en plastique non adhérent de 6 cm de diametre avec
4 ml de milieu de culture. Le milieu de culture differe de celui des cellules indifférenciées: la
concentration de SVF est de 10 %, et il n’y a pas de LIF (leukemia Inhibitoring Factor). Les cellules

poussent en suspension et forment des agrégats cellulaires, les corps embryoides.

- Transfection

Y7 es

Le protocole de transfection a été adapté du protocole de transfection décrit pour ces cellules
cellules CCE-Rx indifférenciées adhérentes sont détachées par trypsinisation et 1.2 10° cellules sont
ensemencées dans une boite non adhérente de 6 cm. Pour la transfection, il n’y a pas d’antibiotiques
dans le milieu. La transfection utilise de I'Effectene et permet une efficacité de transfection

importante (Fig. 26).
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Figure 26: Efficacité de transfection des corps embryoides

(a) Aspect des corps embryoides en culture 48H aprés mise en culture des CCE-Rx. (b) L’efficacité de la
transfection a été analysée a I'aide d’un vecteur de transfection dsRED 48H post transfection. La fluorescence
rouge signe la bonne efficacité de la transfection et I'expression du vecteur. Tous les corps embryoides
semblent avoir été efficacement transfectés, méme s'il n'est pas possible de définir le taux de cellules
transfectées dans chaque corps embryoide.

Pour les transfections de vecteur d’expression (vecteur d’expression Qiagen pQE-TriSystem) d’OTX2,
PAX6, RAX, ou SOX2, 1 ug d’ADN du vecteur était associé a 3.2 ul d’enhancer et 8 pl d’Effectene selon
le protocole du fabriquant et ajouté directement au moment de I'ensemencement dans les boites de
Pétri non adhérentes en vue de la formation de corps embryoides. De la méme fagon, pour les siRNA
(Stealth siRNA, Invitrogen), les siRNA a 50nM final (siOtx2, siPax6, siRax) ou 400nM final (siSox2)
étaient associés a 2.4 ul d’enhancer et 8 pl d’Effectene selon le protocole du fabriquant et ajoutés
directement au moment de I'ensemencement dans les boites de Pétri non adhérentes. La quantité

de vecteur d’expression ou de siRNA nécessaire a été optimisée pour chaque condition.

- Efficacité des siRNA
Afin d’identifier les meilleures conditions d’inhibition de I'expression des FTs ciblés, 4 siRNA
différents ont été testés pour chaque FT. De méme, différentes concentrations (de 5 a 400nM final)
ont été testées. Les ARN ont été extraits des corps embryoides 48H post transfection et ont été
analysés par gPCR en prenant comme génes rapporteurs Gapdh et 8-Actine. Les résultats obtenus
ont été comparés a des ARNm extraits de corps embryoides transfectées avec un siRNA scramble
(Invitrogen, Scramble siRNA, Medium GC). Les résultats obtenus pour les niveaux d’inhibition des 4
FTs étudiés sont représentés figure 27. Il n’a pas été possible d’obtenir une extinction totale de
I’expression des FTs compte tenu de leur expression soutenue dans ces cellules (particulierement
Sox2) et de la croissance cellulaire importante entre la transfection et les 48H de culture cellulaire en

suspension nécessaire a la formation des corps embryoides.
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Figure 27: Efficacité des siRNA utilisés pour les analyses transcriptomiques

Le taux d’ARNm résiduel pour les 4 facteurs de transcription d’intérét a été quantifié par qPCR 48H aprés
transfection des cellules CCE-Rx par les siRNA correspondants. Ces résultats ont été normalisés par rapport a
I'expression de Gapdh. L'expression résiduelle des facteurs de transcription étudiés est de 28 % pour Otx2, 54
% pour Pax6, 48 % pour Rax et 66 % pour Sox2.

Des résultats similaires ont été obtenus en analysant I'expression protéique de ces 4 FTs par western

blot 48H apres transfection (Fig. 28 et 29).

- Vecteurs de surexpression
Pour analyser |'efficacité des vecteurs de surexpression, nous avons extrait les protéines des cellules
CCE-Rx 48H aprés transfection par un vecteur vide (controle) ou par un vecteur d’expression d’un des
4 FTs étudiés. Des analyses par western blot ont été faites soit en utilisant des Anticorps (Ac)
spécifiques ciblant les FTs étudiés (Otx2-Abcam ab21990; Pax6-Sigma AV32741; Sox2 R&D MAB2018
et Rax-SantaCruz sc-79028) (Fig. 28), soit en utilisant un Ac primaire dirigé contre le motif poly-
histidine (Qiagen) présent sur chaque vecteur d’expression permettant d’étudier |'expression de tous
les vecteurs d’expression avec un Ac primaire unique (Fig. 29). Ces analyses ont permis de confirmer

I'efficacité des vecteurs d’expression.

90



Figure 28: Analyse en western blot de I’efficacité des vecteurs d’expression et des siRNA pour chaque facteur
de transcription étudié (Otx2, Pax6, Rax et Sox2)

Les protéines ont été extraites des corps embryoides 48H apres transfection et I'expression des protéines
d’intérét est étudié apres transfection d’un vecteur d’expression spécifique (VFT; comparée a la transfection
d’un vecteur vide (VV)) ou apres transfection d’un siRNA spécifique (siFT ; comparée a la transfection d’un
siRNA scramble (siSc)). La quantité de la protéine d’intérét est rapportée a la quantité de protéine totale
représentée par la quantité de B-actine. On retrouve une diminution des protéines ciblées lors de I'utilisation
des siRNA spécifiques en comparaison du siRNA scramble. Il existe également une surexpression protéique
induite par la transfection des vecteurs de surexpression.

Figure 29: Analyse en western blot de I'efficacité des vecteurs d’expression pour chaque facteur de
transcription étudié (Otx2, Pax6, Rax et Sox2) a I'aide d’un Ac anti pentahistidine.

Les protéines ont été extraites des corps embryoides 48H aprés transfection. Les facteurs de transcription
étudiés exprimés dans les vecteurs d’expression Qiagen (VFT) ont une extension de 10 histidines en C-terminal
permettant leur identification sur western blot grace a l'utilisation d’un Ac primaire dirigé contre le motif
penta-his. La premiere ligne représente les protéines extraites de cellules CCE-Rx transfectées par un vecteur
vide (VV). Les bandes correspondant aux protéines d’intérét sont marquées par des fleches blanches.
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Nous avons ainsi validé la possibilité de moduler (inhibition ou surexpression) I'expression des FTs
d’intérét dans les cellules CCE-Rx. Ce résultat permettait I'analyse des modifications du

transcriptome secondairement a chacune de ces modulations.

- Analyses transcriptomiques
48H aprés transfection par les vecteurs d’expression, ou les siRNA, les ARNm ont été extraits des
corps embryoides et hybridées sur des puces Affymetrix GeneChip® Mouse Gene 1.0 ST Array
couvrant plus de 26000 transcrits. Les conditions étudiées ont été : siSc, siOtx2, siPax6, siRax, siSox2,
vecteur vide (VV), vOtx2, vPax6 et vRax. Compte tenu de |'expression basale importante de Sox2,
nous ne sommes pas arrivés dans un premier temps a obtenir une surexpression franche de Sox2 et
la condition vSox2 n’a donc pas pu étre analysée. L’analyse des données a été faite par Sophie
Lamarre a la plateforme Biopuce (Génotoul). Brievement, la qualité des hybridations a été validée et
les profils d’expression pour chaque condition ont été analysés apres avoir corrigé les bruits de fond

et normalisé les données a l'aide des logiciels RMA (version 2.14.2)'"® et R'®

. Les analyses
statistiques de différentiel d’expression entre les conditions ont été réalisées avec le pack Limma'®.
Une p-value corrigée par le FDR (False Discovery Rate) a été utilisée pour les analyses de

significativité. Un exemple de résultat obtenu est présenté dans la figure 30.
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Figure 30: Représentation des geénes différentiellement exprimés entre deux conditions expérimentales.

Le niveau d’expression des génes différentiellement exprimés entre les deux conditions est visualisable sur ce
schéma (HeatMap). Le quadruplicat témoin (siSc) et représenté par les 4 premiéres colonnes a gauche de la
figure, la condition étudiée (siSox2), par les 4 colonnes a droite. Les génes sous exprimés dans une condition
sont représentés en vert, les génes surexprimés sont représentés en rouge.

- Validation des résultats
Les résultats significatifs obtenus pour les différentes conditions sont donnés sous forme de tableaux
dans les annexes. Brievement, les modifications d’expression entre les différentes conditions étaient
plutot modérées, avec un nombre de génes dont I'expression était modifiée par rapport au contréle
VV ou siSC (log2-fold change a 0.5, p-value <0.05) variable d’une condition a I'autre : siOtx2 (16),
siPax6 (7), siRax (11), siSox2 (230), vOtx2 (21), vPax6 (71) et vRax (57). L'ensemble des genes avec
une expression significativement modifiée (sans tenir compte de la variation du log2-fold change) a

été jointe dans les annexes.

Pour valider ces résultats, nous avons sélectionné 25 genes dont I'expression avait été modifiée dans
au moins une condition d’analyse transcriptomique pour contréler par PCR quantitative (qPCR) les
résultats obtenus par ['analyse transcriptomique. Pour couvrir les différentes conditions
expérimentales, nous avons sélectionné les genes Enl, Mmp9, Sema6a, Hhip, Nrp2, Efhd1, Pfn2,
Lmo2, Hbegf, Sertad3, Cct2, NrOb1, Stxbp3b, Fgfl5, Dmbx1, Gprc5c, Gbx2, Cds1, Ar, GIt28d2, Cetn2,
Car3, Pkia, Sfrp2, Wwtrl. Nous avons refait des analyses de transfection (n=12) et extraits les ARNm
48H post transfection. L'expression de chaque géne a été normalisée par rapport a I'expression de

Gapdh et 8-Actine.

Nous avons pu ainsi confirmer la variation significative de I'expression de 19 génes dans une
condition donnée (Enl, Mmp9, Semaé6a, Hhip, Ar, Nrp2, Efhd1, Pfn2, Lmo2, Hbegf, Sertad3, Cct2,
Nrob1, Stxbp3b, Fgfl5, Dmbx1, Gprc5c, Gbx2, Cds1). Les résultats pour 12 d’entre eux sont présentés
dans la figure 31. Pour 6 autres génes (Glt28d2, Cetn2, Car3, Pkia, Sfrp2, Wwtrl), en raison de
niveaux d’expression trop faibles, ou d’écarts types importants entre les différents échantillons nous

n’avons pu confirmer de facon statistiquement significative la variation d’expression de ces génes.
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Figure 31: Confirmation par qPCR ciblée des résultats obtenus lors de I'approche transcriptomique.

Les résultats des analyses transcriptomiques (en blanc, n=4) sont comparés avec les résultats des analyses
gPCR ciblées (en noir, n=12). Les expressions des genes étudiés sont rapportées a I'expression du géne Gapdh.
Des exemples ont été représentés pour les vecteurs de surexpression (pQE-(FT)) ou pour les siRNA (si(FT)). Ces
expressions ont été comparées aux niveaux d’expression dans les cellules CCE-Rx aprés transfection d’un
vecteur vide (V-V) ou d’un siRNA scramble (siSc).

- Analyse d’expression tissulaire
L'analyse transcriptomique, a ainsi permis de sélectionner les meilleurs génes candidats pour étre

impliqués dans les AM. Ces genes ont été sélectionnés car, en plus d’étre régulés par au moins un
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des facteurs de transcription étudiés, ils avaient une expression connue au cours du développement
oculaire et/ou cérébral, ou appartenaient a une famille de génes elle-méme impliquée dans le
développement oculaire chez ’'homme ou I'animal.

L'expression oculaire embryonnaire de certains d’entre eux (Dmbx1, Gdf2, Aldhla3, Sfrp2, SvZc,
Plagll, Fgfl5, Cdh20, Stxbp3b, Rrh, Gprc5c, Bhlhed40, Gbx2, Cds1) a été définie. De 'ARNm a été
extrait des ébauches oculaires, du cerveau et des membres de 10 embryons de souris NMRI au stade
E.11.5 et la présence de I'expression de ces génes a été étudiée par RT-PCR/migration dans ces 3
tissus. Tous les génes candidats sont exprimés dans I'ceil. Pour la majorité des genes, il n’existe pas
de spécificité tissulaire car ils sont exprimés dans les 3 tissus (ceil, cerveau, membres). Certains génes
présentent une expression plus importante dans I'ceil et le cerveau (Fgfl5, Cadh20). Aldhla3
présente quant a lui une spécificité oculaire. Un exemple des résultats obtenus est présenté dans la

figure 32.

Figure 32: Analyse par RT-PCR de I’expression chez 'embryon de souris a E11.5 des genes identifiés par
I"approche transcriptomique.

Les ARNm ont été extraits a partir des yeux (0), du cerveau (C) ou des membres (M). Des amorces spécifiques
permettant I"amplification d’un set de génes d’intérét (identifiés lors de I'approche transcriptomique) ont
permis d’analyser I'expression de ces génes dans ces trois tissus. L'amplification de la 8-actine et de Gapdh sert
de témoin positif. La majorité des genes étudiés est exprimée dans les trois tissus (ici I'exemple de Sfrp2),
certains comme Fgf15 et Cadh20 sont plus exprimés dans I'ceil et dans le cerveau que dans les membres et,
d’autres comme Aldhl1a3 ne sont exprimés que dans I'ceil.

Conclusion

L'approche transcriptomique nous a permis d’identifier certains génes cibles des FTs d’intérét. Nous
avons pu valider les résultats sur 12 nouveaux échantillons par PCR quantitative ciblée. Certains
génes apparaissaient comme de bons candidats a cette étape et nous avons validé leur expression
oculaire embryonnaire chez la souris. L'idée initiale était de choisir les meilleurs candidats pour les
séquencer dans notre cohorte de patients. L'arrivée du séquencage haut débit a fait évoluer le projet
en permettant le séquencage haut débit ciblé de la majorité des génes candidats identifiés lors de

cette étape (voir chapitre "séquencage des génes candidats").
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IV-3-B : Immunoprécipitation de la chromatine
Introduction

Une alternative a la recherche des cibles des FTs SOX2, OTX2, RAX et PAX6, a été développée. Nous
avons souhaité utiliser la technique d’'immunoprécipitation de chromatine (ChlP). S’agissant d’une
méthode plus spécifiqgue et moins communément utilisée que les méthodes présentées
précédemment (RT-PCR, qPCR, western blot...), nous nous sommes attachés a détailler le protocole

expérimental.

Méthodes et Résultats

- Principe général de la ChIP

Le principe de la fiche est schématisé figure 33.

Figure 33: Principe général de la ChIP.

La premiere étape consiste a lier de maniere réversible (en formant des liaisons non covalentes a I'aide de
formaldéhyde) les protéines qui sont au contact de I’ADN. Les cellules sont ensuite lysées et les débris
cellulaires éliminés. Seul 'ADN et les protéines associées sont récupérés. Cet ADN est fragmenté (par
sonication) en fragments de 200 a 400 pb. Une immunoprécipitation de chromatine est alors réalisée a I'aide
d’Ac spécifique contre le FT étudié et d’'IgG (contrble négatif). Aprés cette étape, les molécules d’ADN sont
débarrassées des protéines et la chromatine obtenue peut étre analysée (par PCR, qPCR, sur puces ou par
séguencage).
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- Culture cellulaire
Les cellules CCE-Rx sont cultivées comme décrit dans le chapitre précédent. Le protocole de ChIP
débute 48H apres I'ensemencement en suspension en l'absence de LIF (formation des corps

embryoides).

- Protocole de ChIP
Pour I'étape de fixation des protéines a I’ADN (crosslinking), 27ul/ml de Formaldéhyde 36% sont
ajoutés directement dans le milieu de culture et laissés 10 minutes a température ambiante (TA). La
réaction de crosslinking est arrétée par I'ajout de Glycine 1M (125ul/ml). Les étapes suivantes
requierent I'utilisation de tubes limitant la fixation de I’ADN (tubes Low-Bind) et toujours en
présence d’inhibiteurs de protéases. Les cellules sont récupérées par centrifugation (500 rpm 5
minutes a 4°C) puis, lavées dans 10 ml de PBS froid (500 rpm 5 minutes a 4°C). Le culot cellulaire est
repris dans 500l de tampon de lyse SDS dans un tube eppendorff de 1.5 ml. On laisse 20 minutes a
TA avant de faire, dans la glace, 6x30sec de sonication a 30% de puissance de I'appareil en laissant
une minute entre chaque sonication. On centrifuge a 13000 rpm a 4°C pendant 10 minutes et on
récupére le surnageant dans un nouveau tube pour 12x30sec de sonication a 30% de puissance en
laissant une minute entre chaque sonication. On centrifuge a 13000 rpm a 4°C pendant 10 minutes et
on récupeére la majorité du surnageant dans un nouveau tube (on laisse 50 pl dans le tube). On
rajoute a ces 50 ul, 500ul de ChIP dilution buffer (Upstate) et on centrifuge a 13000 rpm a 4°C

pendant 10 minutes. Le surnageant est couplé au précédent. C'est la chromatine.

50 pl de cette solution de chromatine sont prélevés (Total Input) et 'ADN est nettoyé des protéines
(on rajoute 5 % de NaCl 5M, 2ul de protéinase K et on chauffe 5h a 67°C dans un bain sec). L’ADN est
purifié sur colonne Qiagen, dosé au Nanodrop™ et 300 ng sont déposés sur gel pour vérifier la

sonication. La taille cible est entre 200 et 400 bp (Fig. 34).
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Figure 34: Exemple de résultat de sonication.

La migration sur gel permet d’évaluer I'efficacité de la sonication. Sur cet exemple, le smear de chromatine
fragmentée se situe en majorité entre 200 et 400 bp.

Cette étape sur le « Total Input » permet de quantifier la quantité de chromatine récupérée et
d’analyser son niveau de fragmentation. Si ces données sont satisfaisantes, on peut passer a I'étape
d’'immunoprécipitation proprement dite. Pour cela, on prépare 50 ul de billes magnétiques
(Dynabeads Prot A ou Prot G en fonction de I’Ac utilisé) avec 10 ug d’Ac spécifique (anti-FT) ou non
spécifique en tant que témoin (IgG) et 200 ul de tampon AB Binding (kit Dynabeads) pendant 1h a 4
°C sur rotor a faible vitesse (20 tours/minute). Les Ac utilisés étaient: Ac dirigés contre Otx2
(ab21990-100, abcam), Pax6 (sc-11357, Santa Cruz Biotechnology), Rax (sc-79028, Santa Cruz
Biotechnology), Sox2 (sc-17320, Santa Cruz Biotechnology) et 1gG (Mouse IgG Millipore PP54). On
utilise le rack magnétique pour enlever le surnageant et on rajoute 600 ul de la chromatine obtenue
précédemment (20 pg de chromatine idéalement) et on laisse agiter faiblement au rotor (20
tours/minute) pendant la nuit a 4°C. Le lendemain, des complexes billes-Ac/FT-chromatine se sont
formés. On met sur les tubes sur le rack magnétique et on enléve le surnageant. Plusieurs lavages de
4 minutes a + 4° C sont fait sur le rotor a 20 tours/minute : 150ul tampon Low Salt (kit Upstate),
150ul tampon High Salt (kit Upstate), 150ul tampon LiCl (kit Upstate), 200ul tampon Tris-EDTA. Entre
chaque lavage, les tubes sont mis sur le rack magnétique, et le surnageant est enlevé. Ces lavages
permettent d’enlever la chromatine fixée de maniére non spécifique aux couples billes/Ac. 200ul de
tampon d’élution contenant NaCl et protéinase K sont ensuite ajoutés, et les tubes sont chauffés

pendant 5h a 67°C en bain sec. Cette étape permet de dissocier la chromatine des billes magnétiques
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et des protéines. Les tubes sont ensuite remis sur le rack magnétique et le surnageant (contenant la
chromatine libre) est mis dans un tube propre. Ce surnageant est ensuite purifié sur colonne Qiagen
et élué dans 35 pl de tampon d’élution. Les quantités, trés faibles, de chromatine sont, a ce stade,
souvent indosables. Cet ADN peut ensuite étre dilué pour vérifier la spécificité de la chromatine par

PCR quantitative. Il peut également étre utilisé pour le séquencage haut débit (ChIP-seq).

- Validation de la spécificité des immunoprécipitations.
A partir des immunoprécipités de chromatine, nous avons essayé de reproduire par qPCR des
résultats déja publiés dans la littérature (Fig. 35). Les résultats ont été comparables aux données
publiées pour Otx2, Pax6 et Sox2, validant ainsi la qualité de I'approche technologique. Aucun
résultat de ChIP sur Rax n’étant disponible dans la littérature, nous ne disposions donc pas de

données préliminaires pour valider notre protocole d’'immunoprécipitation pour ce géne.

- ChIP-seq
Apres validation du protocole de ChIP, les immunoprécipités ont été séquencés par des techniques
de haut débit (Otx2, Pax6, Rax, Sox2 et IgG). lls ont été confiés a la Société Fasteris en Suisse. Le
séquencage des 5 librairies a été réalisé sur une machine HiSeq 2000™ (lllumina) et entre 14 et 18
millions de fragments ont été séquencés pour chaque librairie. 95% des lectures ont pu étre
replacées en séquence unique sur le génome a I'aide du logiciel BWA™". La recherche de pics (région
supposée de fixation des FT, définie dans I'analyse par les critéres suivants : 15 lectures différentes
dans une région de 150 paires de bases) a été faite avec le logiciel SegqMonk. 14701 pics ont ainsi été
identifiés parmi les 5 librairies. Aprés lissage avec les résultats obtenus dans la librairie non
spécifique 1gG, I'analyse montre des résultats spécifiques seulement pour les immunoprécipités
d’Otx2 et Sox2. Les résultats pour Pax6 et Rax apparaissent aspécifiques, et les pics identifiés pour
ces échantillons correspondent a des séquences de chromatine ouverte sans lien avec I’Ac utilisé et
retrouvés également dans I'échantillon IgG. La présence des pics pouvait étre visualisée avec le
logiciel SegqMonk. Des exemples de pics obtenus dans les échantillons Otx2 et Sox2 sont représentés
dans les figures 36 et 37. La localisation génomique des 200 pics les plus importants pour les librairies

Otx2 et Sox2 a été ajoutée sous forme de tableau dans les annexes.
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Figure 35: Validation des résultats de ChIP par qPCR ciblée.

(a, b, c) Résultats de ChIP de la littérature : (a) Fixation de Pax6 sur la séquence de Sox2 mise en évidence par
ChIP-PCR™. (b) Fixation d’Otx2 et Sox2 sur la séquence CNS1 de Rax démontrée par ChIP-PCR"3, (c) gPCR
aprés ChIP™*: fixation de SOX2 sur la séquence promotrice de Pou5f1. En revanche, Sox2 ne se fixe pas sur une
région située en 5’ a distance de cette région régulatrice (Pou5f1 neg). (d) Validation du protocole de ChIP par
gPCR. gPCR ciblée sur les séquences cibles des FT Sox2, Otx2 et Pax6. Comme démontré en a, b et ¢, Pou5f1
est une cible de Sox2 ; Rax est une cible pour Otx2 et Sox2 ; Sox2 est une cible pour Pax6. Pou5f1 neg sert de
séquence controle négative. On compare I'enrichissement de ces régions par rapport a une séquence témoin
apres immunoprécipitation a I'aide d’Ac dirigés contre Otx2, Pax6, Rax ou Sox2 ou d’un Ac témoin (IgG). Les
résultats obtenus a partir de 3 expériences d’immunoprécipitation sont comparables aux résultats

précédemment publiés, validant ainsi notre protocole de ChlP.
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Figure 36: Corrélation entre les résultats de ChIP-qPCR et ChIP-seq.

La partie haute représente les résultats obtenus par ChIP-gPCR (voir figure 35). La partie basse de la figure
représente les résultats visualisés a partir du logiciel SeqMonk. Les résultats obtenus pour les 5 échantillons
sont représentés avec un code couleur identique a celui de la ChIP-gPCR. Chaque trait représente une
séquence lue lors du séquencage haut débit et localisé dans cette région. Les lectures en rouge correspondent
au brin sens, et en bleu au brin antisens. La localisation des séquences étudiées par ChIP-gPCR en amont de
Pou5f1 est indiquée sur la fenétre SeqMonk. Pou5f1 neg correspond a la séquence témoin négative ol aucun
FT n’est fixé (en gPCR comme en ChlIP). La séquence Pou5f1/Sox2 correspond a la séquence précédemment
décrite du site de fixation du FT Sox2 en amont de Pou5f1. La reconnaissance de cette séquence par Sox2 est
confirmée en ChIP-gPCR et en ChlIP-seq. Ces deux techniques montrent également que cette séquence est
reconnue par le FT Otx2. On note également la présence d’une séquence régulatrice de Pou5fl, ciblée
principalement par Otx2, a proximité du gene, et non étudié par qPCR ciblée.
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Figure 37: Exemples de pics visualisables avec le logiciel SeqMonk.

Quelques exemples de pics sont montrés, situés a proximité de genes déja discuté précédemment dans ce
travail. (a) Sox21 (un de nos genes candidats fonctionnel) est régulé par Sox2. (b) Une région en amont du gene
Msx1 (cible d’Otx2 démontrée dans le travail sur I'otocéphalie) est effectivement reconnue par Otx2. (c) La
séquence régulatrice du géne RAX (séquencée comme région candidate d’AM, cf. chapitre "génes candidats")
est bien reconnue par Otx2 et Sox2. (d) Enfin, exemple de résultat de ChIP-seq a proximité d’un des génes
identifiés comme régulé par Otx2 dans notre approche transcriptomique (gene Fgf15). La ChIP-seq retrouve un
site de fixation d’Otx2 dans la région intronique
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Les analyses bio-informatiques ont montré que I'on retrouvait majoritairement dans les pics Otx2 et
Sox2 les séquences nucléotidiques consensus respectives de fixation de chacun des FT a ’ADN. De
plus, ces analyses ont permis de montrer que la majorité des sites de fixation des FTs étaient situés a

proximité immédiate (moins de 5 kb) des séquences géniques ou dans les régions introniques.

- ChIP-seq a partir d’yeux d’embryons murins microdisséqués
Nous avons tenté de reproduire les résultats obtenus sur les cultures cellulaires a partir d’'yeux
microdisséqués d’embryons de souris (stade E11.5). Les yeux de 20 embryons ont été groupés pour
obtenir de la chromatine selon un protocole proche de celui décrit pour les CCE-Rx. La chromatine
issue de ces yeux embryonnaires a été immunoprécipitée avec les Ac anti Otx2, Pax6, Rax et Sox2 et
IgG. La gPCR n’a pas permis de montrer d’enrichissement au niveau des régions étudiées
précédemment sur les cellules CCE-Rx. Partant du principe que la fixation a ces sites de régulation
d’expression génique pouvait varier au cours du temps, nous avons initié une analyse en ChlP-seq
malgré ces résultats préliminaires. Les résultats de la ChIP-seq n’ont pas été probants car le méme
profil d’enrichissement était visible pour 'immunoprécipitation réalisée avec chaque FT et avec I'lgG,
signant ainsi des enrichissements non spécifiques liés a la conformation chromatinienne. La difficulté
d’obtention de quantité suffisante de chromatine (étape de lyse des yeux), la présence de nombreux
types cellulaires différents dans les structures oculaires, I'expression probablement moindre des
facteurs de transcription étudiés que dans nos cultures de cellules souches embryonnaires sont des

explications plausibles pour expliquer les difficultés rencontrées a cette étape.

Conclusion

Nous avons pu mettre au point un protocole de ChIP efficace dans notre modéle de corps
embryoides de CCE-Rx pour les facteurs de transcription Otx2 et Sox2. Nous n’avons par contre pas
pu avoir de résultats spécifiques pour Rax et Pax6 ni a partir de culture cellulaire CCE-Rx ni, dans I'ceil
en développement. Les résultats obtenus pour Otx2 et Sox2 ont permis de valider des résultats déja
exploités (exemples donnés figure 37). lls nous ont également permis d’apporter des arguments pour
I'implication des genes porteurs de mutation identifiés par séquencage haut débit comme nous

allons le voir dans le chapitre suivant.
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IV-3-C : Séquencgage génes candidats
Introduction

L'étape ultérieure a lidentification de genes potentiellement impliqués dans les défauts du
développement oculaire consiste a valider leurs implications en pathologie humaine. Nos différentes
approches (CGH-array et expérimentales) nous ont permis d’identifier de nombreux génes candidats
positionnels (présent dans un remaniement identifié par CGH) ou fonctionnels (régulés par un ou
plusieurs des 4 FTs étudiés). Alors que nous avions initialement envisagé sélectionner les meilleurs
génes candidats (génes régulés par plusieurs FT étudiés, arguments fonctionnels et/ou positionnels)
et les séquencer sur un grand nombre de patients sans mutation retrouvée dans les génes d’AM
connus, la révolution du séquencage haut débit nous a fait modifier notre stratégie et nous avons

opter pour le séquencage d’un grand nombre de génes candidats chez un petit nombre de patients.

Méthodes

- Choix des génes et méthode de capture
La technologie de séquencage haut débit nous permettait de séquencer simultanément plusieurs
centaines de génes. Un total de 407 genes candidats ont été sélectionnés sur différents critéres. Les
premiéres méthodes de sélection étaient en rapport direct avec le travail réalisé au cours de cette
these : sélection des génes localisés au niveau des régions porteuses de microremaniements
chromosomiques identifiées par CGH-array (35 génes candidats positionnels)®®, et sélection des
génes régulés par au moins un des quatre FTs étudiés et ayant une expression oculaire et/ou
cérébrale connue (152 génes). Nous avons par ailleurs rajouté dans notre sélection de génes
candidats, 66 genes impliqués dans des formes isolées ou syndromiques d’AM chez la souris (MGI,
Mouse Genome Informatics), ainsi que 154 geénes décrits dans la littérature pour étre impliqués dans
le développement oculaire chez les invertébrés et/ou les vertébrés. Pour chacun des génes
sélectionnés, les séquences régulatrices potentielles (région situées dans les 20kb a proximité des
genes ou dans les exons et conservées entre les espéces, Fig. 39) ont aussi été incluses. Nous avons
également souhaité inclure dans les régions séquencées, I'ensemble des miRNA et snoRNA. La
proportion de génes candidats sélectionnés par les différentes approches est schématisée sur la

figure 38.
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Figure 38: Les différentes approches de sélection des génes candidats.

- Choix des patients

Pour des raisons de budget, nous avons di limiter a 22 le nombre de patients chez qui le séquencage
des 407 génes candidats a été réalisé. Deux témoins (mutés dans VSX2 et STRA6 respectivement) ont
également été séquencés pour confirmer la possibilité de retrouver des mutations connues en
utilisant notre stratégie d’analyse. Compte tenu du nombre important de génes candidats testés, et
de leurs effets potentiellement variable sur le développement oculaire, nous avons élargi la sélection
de nos patients a un ensemble de malformations oculaires différentes, isolées ou syndromiques.
Ainsi, parmi les 22 patients sélectionnés, 10 avait une atteinte oculaire strictement isolée, 4 une
atteinte oculaire associée a une déficience intellectuelle et 8 des malformations associées. L'atteinte
oculaire était bilatérale chez 20 patients et unilatérale chez 2. Au niveau oculaire, 4 avaient une AM
isolée, 6 une AM colobomateuse, 6 une AM complexe (avec autre malformation oculaire) et 6 une
dysgénésie du segment antérieur.

Dans les suites de cette analyse, des mutations de 2 génes (NOTCH1 et PTCH1) ont été recherchées
dans une nouvelle cohorte de 48 patients avec AM isolée (n=17), AM complexe (n=9), AM

colobomateuse (n=8), et dysgénésie du segment antérieur (n=14).

- Méthode de capture
Pour isoler ces 407 genes et leurs séquences potentiellement régulatrices, nous avons utilisé un kit
de capture SureSelect d’Agilent a facon : 56.059 sondes, couvrant 2.46 Mb, ont été dessinées et
synthétisées. Ces sondes permettaient la capture des séquences codantes des genes et de leurs
séquences potentiellement régulatrices (Fig. 39). La capture des régions d’intérét a été faite selon le

protocole spécifique d’Agilent.
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Figure 39: Exemple de sondes utilisées pour la capture du géne OTX2.

Représentation du gene OTX2 dans UCSC Genome Browser. Les séquences exoniques et introniques du gene et
les différentes isoformes sont indiquées. Les pics indiqués par les fleches rouges correspondent aux régions
génomiques conservées situées dans ou a proximité du gene OTX2. Chaque point noir (indiqués par les fleches
vertes) correspond a une sonde de capture de 120 nucléotides. Ces sondes ont été définies pour permettre la
capture des séquences codantes, des séquences 5’ et 3’ UTR et des séquences potentiellement régulatrices.

- Méthode de séquencage
Une séquence de reconnaissance spécifique de 6 nucléotides a été ajoutée a chacun des 24
échantillons permettant un multiplexage des échantillons, passés en deux runs de séquence sur un
séquenceur lllumina GAllx avec des lectures en paired-end de 2 fois 75 nucléotides. Les lectures ont
ensuite été assemblées et comparée au génome humain (version hg19) avec les logiciels CASAVA1.7

et ELANDv2.

- Méthode de tri des variants
La stratégie de tri des variants a consisté a sélectionner dans l'ordre suivant les variants, 1)
répondant aux critéres de qualité, 2) absent des bases de données locales et publiques (sbSNP132,
1000 Génomes et HapMap), 3) exonique ou touchant un site consensus d’épissage, 4) mutations a
effet délétere prédit (frameshift, non-sens, faux-sens prédites in silico comme délétéres par le

logiciel Polyphen-2), et 5) confirmés par séquencgage Sanger.
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- Validation par séquencage Sanger des variants identifiés
Pour chaque variant répondant aux 4 premiers critéres de sélection, un séquencage Sanger a été
réalisé pour confirmer ou non la présence du variant. Une analyse de ségrégation familiale a été

réalisée pour les variants confirmés quand les prélevements parentaux étaient disponibles.

- Séquencage Sanger des deux génes principaux
Deux genes d’intérét (NOTCH1 et PTCH1) sont ressortis de notre premiére analyse et ces génes ont
été séquencés par séquencage Sanger dans une nouvelle cohorte de 48 patients avec anomalies

oculaires.

- Recherche de remaniement
Apreés avoir montré que nous étions capables de faire des analyses semi-quantitatives en utilisant la
variation du nombre de lectures sur I’X entre les femmes et les hommes, nous avons recherché des
microremaniements. Pour chacune des 56.059 sondes nous avons fait un rapport entre le nombre de
lectures pour un patient donné par rapport a la moyenne des lectures sur les 24 patients analysés
(aprés ajustement avec la profondeur de lecture moyenne de chaque patient). Une région était
considérée comme potentiellement délétée quand le rapport (patient/moyenne des patients) était
inférieur a 0.6 sur 3 sondes non chevauchantes successives, et potentiellement dupliquée si le
rapport était supérieur a 1.4 sur 3 sondes non chevauchantes successives. Pour éviter des faux-
positifs, seules ont été analysées les sondes pour lesquelles la profondeur de lecture était supérieure

a 20.

Résultats

Les principaux résultats de I'analyse par séquencage haut-débit des 407 génes candidats sont décrits

ci-dessous.

- Qualité du séquencage
La profondeur moyenne de lecture pour les 2,46 Mb étudiés par patient était supérieure a 300X, avec

97 % des régions étudiées avec une couverture supérieure a 10X et 94 % supérieure a 25X.

- Nombre de variants
Environ 2500 variations par patient ont été identifiées Le nombre de variants a chaque étape du

filtrage des variants et résumé dans le tableau 3.
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Identified variants

Average over

Standard

24 samples Deviation
Total variants 2566 125
High confidence variant calls 2482 126
After exclusion of known variants
236 28
(dbSNPv132 + HapMap + inhouse)
After exclusion of non-genic - intronic variants 10 3
After exclusion of synonymous variants 6 2
Predicted damaging 3 1
2.5
Validated by Sanger Sequencing 1
(range 0-5)

Tableau 3: Nombre de variants identifiés par séquengage des génes candidats.

Nombre de variants aux différentes étapes de filtrage.

- ldentification de variations dans PTCH1

Le résultat principal de cette étude est l'identification de variations répondant aux critéres de
sélection dans PTCH1 chez 4 patients (une frameshift et 3 variations faux-sens). Ces variations
touchaient principalement des acides aminés conservés au cours d I'évolution (Fig. 40). Une seconde
analyse de nos résultats a permis d’identifier deux autres variants rares de PTCH1 qui avaient été
écartées lors de I'étape de filtrage car ils étaient prédit comme probablement non délétéres par le

logiciel Polyphen-2. Un de ces deux variants supplémentaires a été identifié chez un patient, alors

que l'autre a été identifié chez notre contrdle (C2) muté dans le gene STRAG.

Figure 40: Conservation inter-espéces des acides aminés impliqués dans les mutations faux-sens identifiées

chez les patients AM.




L'analyse de ségrégation familiale (Fig. 41) a montré que ces variants été héritées avec une

pénétrance largement incompléte.

Figure 41: Analyses de ségrégation familiale des variants identifiés dans PTCH1 chez les patients AM

+/-: présence de la mutation a I'état hétérozygote ; -/- : absence de mutation ; ?: non testé

De nombreux arguments sont en faveur du réle de PTCH1 dans le développement oculaire (voir
article 12). Afin de confirmer le role délétere des variants identifiés chez les patients, ils ont été
testés sur un modele de zebrafish par le Dr. Erica E. Davis. Ces analyses ont permis de montrer que
ces variants faux sens avaient un effet hypomorphes sur 'activité de PTCH1 contrairement a un
polymorphisme fréquent et a la variation faux-sens identifiée chez le contréle.

PTCH1 apparait donc comme un second géne majeur (10 % des patients) d’anomalies du
développement oculaire, avec une variabilité phénotypique importante et une pénétrance
incomplete.

Le détail des résultats et la discussion sur les résultats obtenus sont décrits dans I'article en cours de

préparation:

- Article n°12

Chassaing et al. "Hypomorphic PTCH1 mutations lead to phenotypically heterogeneous ocular

developmental anomalies." En Préparation
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- Autres variants d’intéréts

1) Parmi les patients analysés, nous avons pu identifier chez deux d’entre eux une mutation dans des
genes connus d’anomalies du développement oculaire. Chez un patient avec anophtalmie bilatérale,
une mutation faux-sens délétere apparue de novo a été identifiée dans le géne PAX6. Le phénotype
d’anophtalmie isolée n’avait jusqu’ici pas été décrit associé a des mutations hétérozygotes du gene
PAX6. Chez un patient avec microphtalmie isolée, nous avons mis en évidence dans le géne STRA6
une hétérozygotie composite pour une mutation faux-sens et une délétion de grande taille (voir plus
bas les résultats de la recherche de remaniements).

2) Dans cing génes, FAT4, IFT172, NOTCH1, RPGRIP et TSHZ2, nous avons identifié des variations chez
deux patients différents (Tableau 4). Nous nous sommes plus particulierement intéressés a NOTCH1,
géne dans lequel deux patients présentaient un variant faux-sens hétérozygote prédit comme
délétere, et hérité d’'un parent symptomatique dans une famille. La régulation de I'expression de
Notch1 par Sox2 au cours du développement oculaire avait été précédemment démontrée (Fig.

42)*,

Figure 42: Régulation de I’expression de Notch1 par SOX2 au cours du développement.1

Diminution drastique de I'expression de Notch1 (panel de droite) dans la rétine aprés inactivation spécifique de
I'expression de SOX2 dans la rétine par recombinaison conditionnelle (en bas).

De plus, nos analyses transcriptomiques et en ChIP-seq sur des cellules souches embryonnaires
murines surexprimant le gene Rax retrouvaient la régulation de I'expression du géne NOTCH1 par le

FT SOX2 (Fig. 43 et 44).

! Taranova et al. Genes Dev. 2006
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Figure 43: Diminution de I'expression de Notch1 identifiée lors de 'approche transcriptomique et validée par
gPCR ciblée.

Figure 44: Identification d’un site de fixation du FT Sox2 a proximité immédiate du géne Notch1.

Résultats sur IGV de la ChIP-Seq pour Sox2 montrant la présence d’un pic dans la région 5° en amont du géne
Notchl (a) et confirmation de ces résultats par ChIP-gPCR sur 5 nouveaux échantillons (b). Les séquences
étudiées en qPCR, témoin et site de fixation de Sox2 sont indiquées respectivement en vert et en rouge.

Ce faisceau d’arguments (identification de deux variants transmis par des parents symptomatiques,
expression oculaire, régulation par SOX2) nous a fait pousser les analyses sur ce géene. 48 patients AM
ont été séquencés a la recherche de mutations causales de leur atteinte oculaire. Aucune mutation
délétere n’a pu étre mise en évidence. De plus, nous avons pu poursuivre les analyses moléculaires

dans un des deux familles et montrer que le fils atteint (microphtalmie colobomateuse) d’un de ces
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deux patients ne portait pas la variation de NOTCH1 identifié chez son pere. Ce résultat allait a

I’encontre d’un lien entre cette variation et le phénotype oculaire.

3) D’autres génes candidats étaient porteurs de variants potentiellement a 'origine des atteintes

oculaires des patients (Tableau 4). Un total de 41 genes différents était porteur de mutation

possiblement pathogénes. Nous nous sommes focalisés sur NOTCH1 et PTCH1, et I'implication de ces

différents genes dans les défauts du développement oculaire reste encore a démontrer.

4) De nombreuses variations ont été identifiées dans les régions potentiellement régulatrices. Les

analyses de ségrégation familiale ont montré que ces variations étaient toujours transmises par un

des deux parents, et leur implication dans le phénotype oculaire est donc difficile a établir.

: : : Polyphen- Inheritance
Patient Gene Transcript cDNA change Protein change Status 2 SIFT EVS
(phenotype)
P1 PAX6 ENST00000379115 c.192C>A p.Asn64Lys Ht D (1.000) D (0) Abs De novo
FAT4 ENST00000394329 €.7960A>C p.Lys2654GIn Ht P (0.477) T(0.76) Abs Pat (Asy)
MYO1C  ENST00000359786 c.391C>T p.Argl131Cys Ht D (0.959) T(0.17) 3/13004 Mat (Asy)
P3 SALL3 ENST00000537592 €.2254G>A p.Val752Met Ht (0.9D555) - Abs Mat (Asy)
SOX14 ENST00000306087 c.722delA p.*241Tyrext*? Ht - - Abs Mat (Asy)
TSHZ2 ENST00000371497 c.247T>G p.Ser83Ala Ht D (0.946) D(0) 4/13006 Pat (Asy)
FAT1 ENST00000441802 c.4336G>A p.Vall446lle Ht D(0.998) T(0.36) 8/11838 Pat (Asy)
P4 FAT4 ENST00000394329 c.131A>C p.Glud4Ala Ht P (0.496) T(0.6) 3/12132 Nlit;:;t
DAB1 ENST00000371236 c.1075G>A p.Gly359Arg Ht D (0.987) T(0.07) Abs Pat (Asy)
PTCH1 ENST00000375274 c.4delG p.Glu2Asnfs*9 Ht - - Abs
PLXNC1I  ENST00000258526 €.3649T>C p.Cys1217ARg Ht D(0.998) D(0.01) 9/12997
P5 Unk
IFT172 ~ ENST00000260570 c.3880C>T p.Arg1294Cys Ht D(1.000) D(0.01  1/13005
WNT7A  ENST00000285018 €.232C>T p.Arg78Cys Ht D(1.000) D(0) Abs
P6 STRA6 ENST00000395105 c.1735C>G p.Pro579Ala Hemi D (0.999) T(0.11) Abs Mat (Asy)
CDH1 ENST00000261769 c.670C>T p.Arg224Cys Ht P (0.837) D(0) 2/12996
P7 CYP26C1 ENST00000285949 c.1243C>G p.His415Asp Ht D (1.000) D(0) Abs Unk
IFT172 ~ ENST00000260570 c.5133delC p.Asn1711Asnfs*20 Ht - - Abs
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P8

P9

P10

P11

P12

P13

P14

P15

P17

P18

P19

P20

P21

VAX2

PTCH1

SEZ6L2

RPGRIP1

PFKP

NOTCH4

NR5A2

RPGRIP1

GRASP

NOTCH1

MITF

EFHD1

NOTCH1

ARR3

FGFR3

PTCH1

SULF1

CHRD

CHST5

DACT1

FRAS1

DICER1

MAP3K1

GLI2

KIF21A

GLIS3

PTCH1

FREM1

ADAM17

SFRP2

ENST00000234392

ENST00000331920

ENST00000308713

ENST00000400017

ENST00000381125

ENST00000375023

ENST00000367362

ENST00000400017

ENST00000293662

ENST00000277541

ENST00000352241

ENST00000264059

ENST00000277541

ENST00000307959

ENST00000260795

ENST00000331920

ENST00000458141

ENST00000204604

ENST00000336257

ENST00000335867

ENST00000264895

ENST00000343455

ENST00000399503

ENST00000361492

ENST00000395670

ENST00000381971

ENST00000331920

ENSTO0000380880

ENST00000310823

ENST00000274063

c.398C>T

c.3191C>T

€.323C>T

€.2424C>G

€.738_739insG

€.2443T>G

c.884C>T

c.808A>G

c.1084G>A

€.2434G>A

c.738G>A

c.155C>T

c.67G>T

c.1052C>T

c.1879G>A

€.3241G>A

c.529G>A

¢.1370C>G

c.7377>C

€.2010G>C

¢.3700G>A

c.2191G>A

c.1420A>G

c.1859C>T

€.2287G>A

c.2710G>C

c.3947A>G

c.1493G>A

c.847C>T

c.628A>G

p.Thri33lle

p.Thrl064Met

p.Thr108lle

p.Cys808Trp

p.Trp248Alafs*19

p.Cys815Gly
p.Thr295Met
p.lle270Val
p.Gly362Ser
p.Gly812Arg
p.Asp246Asn
p.Thr82Met
p.Arg23Leu
p.Pro351Leu
p.Glu627Lys
p.Vall081Met
p.Glyl77Ser
Thr457Ser
p.lle246Thr
p.Lys670Asn
p. Ala1234Thr
p.GIn731Lys
p.lle474Val
p.Thr620Met
p.Val763Met
p.Gly904Arg
p.Tyr1316Cys
Arg498GIn
p.Arg283Cys

p.Asn209Gly

Ht

Ht

Ht

Ht

Ht

Ht

Ht

Ht

Ht

Ht

Ht

Ht

Ht

Hemi

Ht

Ht

Ht

Ht

Ht

Ht

Ht

Ht

Ht

Ht

Ht

Ht

Ht

Ht

Ht

Ht

P (0.933)
D(1.000)
P(0.937)

D (0.999)

D(1.000)
P(0.904)
P(0.994)
D (0.987)
D (1.000)
P(0.858)
D(0.945)
P(0.689)
D(0.945)
D(0.990)
D(0.991)
D(1.000)
D(0.999)
D (0.998)
P (0.868)
P(0.611)
P(0.950)
P(0.540)
P(0.832)
D(0.998)
D(1.000)
D(0.983)
D(1.000)
D (1.000)

P (0.918)

T(0.33)
T(0.1)
T(0.22)

D(0)

D(0)
D(0.02)
T(0.11)
T(0.43)
D(0.05)
T(0.45)
7(0.06)
T(0.38)

T(1)

D(0)
D(0.02)

D(0)

7(0.1)
T(0.06)
T(0.32)
7(0.29)
T(0.52)
T(0.19)
7(0.09)
D(0.01)

D(0)
7(0.07)
T(0.43)
T(0.08)

T(0.24)

Abs
2/13006
Abs
Abs
Abs
22/8350
11/12995
6/11846
56/11118
7/12560
Abs
1/12893
Abs
Abs
Abs
1/13006
Abs
6/13000
Abs
Abs
2/12336
Abs
Abs
11/12995
Abs
6/13000
9/12499
9/12453
Abs

Abs

Pat (Asy)
Pat (Asy)
Pat (Asy)
Mat (Asy)

Mat (Asy)

Unk

Mat (Asy)
Pat (Asy)
Mat (Asy)
Mat (Asy)
Mat (Sy)

Mat (Sy)

Pat (Asy)

Mat (Asy)
Mat (Asy)

Pat (Asy)

Unk

Pat (Asy)
Pat (Asy)
Mat (Sy)
Mat (Sy)
Pat (sy)

Pat (sy)
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P22

C1*

C2*

TSHZ2 ~ ENST00000371497  c.1289A>T p.GIn430Leu Ht P(0.958) D(0.01) Abs Mat (Asy)

PITRM1  ENST00000380989 c.2423A>G p.Lys808Arg Ht P (0.708) T(0.48) Abs Pat (Asy)
PRPF8 ENST00000304992 c.3527C>T p.Ser1176Phe Ht D (0.999) D(0) Abs Mat (Asy)
RARG ENST00000425354 c.245C>T p.Pro82Leu Ht D (0.999) D(0.02) Abs Pat (Asy)
EPHB2 ENST00000400191 c.787G>A p.Val263lle Ht P(0.882) T(0.24) 2/13004 Pat (Asy)
FRAS1 ENST00000264895 €.9364C>T p.Arg3122Trp Ht D (1.000) D(0) Abs Pat (Asy)

VSX2 ENST00000261980 c.71_72insG p.Ala25Argfs*101 Ht - - Abs Pat (Asy)
VSX2  ENST00000261980 C.667G>A p.Gly223Arg Ht D (1.000)  T(0.14) Abs Mat (Asy)
NDST2  ENST00000309979 .25C>T p.Arg9Cys Ht D(1.000) D(0)  4/13002 Pat (Asy)
NDST2 ENST00000309979 c.199C>T p.Arg67Trp Ht D(0.990) T(0.18) 1/12989 Mat (Asy)
STRA6  ENST00000395105  c.1313A>G p.GIn438Arg Ht D (1.000)  D(0.05) Abs Pat (Asy)
STRA6  ENST00000395105  ¢.1913G>C p.Arg638Pro Ht D(1.000) D(0)  1/12990  Mat (Asy)

Tableau 4: Variations retenues apres filtrage des variants identifiés chez les 22 patients (P1 a P22) et les deux
contrdles (C1 et C2)

- Résultats de la recherche de remaniements

Pour rechercher la présence de remaniements exoniques et/ou géniques, nous avons comparé la
profondeur de lecture donnée pour chaque sonde de capture entre chaque patient et la moyenne
des patients. Seules les sondes de capture ayant une profondeur minimum de 20 lectures ont été
étudiées. Cette approche n’ayant pas été rapportée précédemment, nous avons souhaité en étudier
la faisabilité en regardant le ratio (patient)/(moyenne des patients) pour les sondes de capture
situées sur le chromosome X. Le résultat attendu (et obtenu) était d’avoir un ratio deux fois plus
important pour les femmes (46,XX) que pour les hommes (46, XY). Une des patientes avait un
caryotype 47, XXX (triploX) ce qui a pu étre visualisé par notre approche (Fig. 45). Cette premiere
approche a démontré la possibilité de rechercher des modifications du nombre de copies sur

I’ensemble des sondes de capture situées sur les autosomes.
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Figure 45: Confirmation de la possibilité d’étudier le nombre de copie par analyse de la profondeur de
lecture.

Le ratio entre le nombre de lecture pour une sonde de capture donnée entre chaque patient (HDx) et la
moyenne des patients (moyenne HDs) a été calculé pour les 1400 sondes de capture localisées sur I’X ayant >
20 lectures. Est représenté sur cette figure, la moyenne des ratios pour chaque patient. On voit que les patients
de sexe féminin (en rose clair) ont une moyenne des ratios deux fois supérieure a celle des gargons (en bleu).
La patiente porteuse d’un triploX est représentée en rose foncée et a une moyenne des ratios trois fois
supérieure a celle des gargons.

La recherche de variation du nombre de copies a pu étre réalisée sur 53231 des sondes de lecture
(soit 95 % des sondes avec une profondeur de lecture >20). Les remaniements ont été retenus selon
le critere d’'un ratio < 0.6 (délétion) ou > 1.4 (duplication) pour 3 sondes consécutives non
chevauchantes. 4 remaniements ont pu étre identifiés par cette technique: une délétion
hétérozygote du géne STRA6, une duplication du gene VSX2, une duplication partielle du géne FAT1
et une délétion sur le chromosome 13 correspondant a un CNV connu (Fig. 46). Les délétions des
trois remaniements probablement en cause dans le phénotype oculaire ont été faites par QMPSF
(délétion de STRAG6 chez le patient 6 [HD6]) ou par CGH array (duplication de FATI1 chez le patient 10
[HD10] et duplication de VSX2 chez le patient 14 [HD14]) (Fig. 47). Le patient 6 est hétérozygote
composite pour la délétion de STRA6 et une mutation ponctuelle. L’analyse parentale n’a pas pu étre
réalisée pour la duplication partielle du gene FAT1 chez le patient 10. FAT1 code pour une
protocadhérine qui lorsqu’elle est inactivée chez les souris (KO) entraine des anophtalmies chez 40 %
des embryons de souris'®. L’analyse familiale de la duplication du géne VSX2 a montré que cette

duplication était apparue de novo chez la mere du patient 14 elle-méme pauci-symptomatique (Fig.
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47). Il existe donc des arguments pour penser que ces trois remaniements sont impliqués dans le
phénotype oculaire des patients. Ces résultats, confirmés par des approches plus classique de
recherche d’anomalie du nombre de copies montrent la faisabilit¢ de la recherche de tels

remaniements a partir des données de séquencage haut débit.

Figure 46: Résultats de la recherche de microremaniements chromosomiques par I'analyse du nombre de
lectures en séquencgage haut débit.

Pour chaque sonde de capture, le nombre de lecture d’un patient a été rapporté a la moyenne des 24 patients.
Un rapport de 1 en abscisse (indiqué par un trait rouge) est normal, alors qu’une délétion est marquée par un
rapport a 0,5 (a,b) et une duplication un rapport a 1,5 (c,d). En ordonnée, sont indiqués le nombre de sonde de
capture étudiés : par exemple pour STRA6, 150 sondes successives apparaissent délétées (a). La taille minimale
de la délétion/duplication est indiquée au milieu de chaque figure et la distance d’incertitude sont indiqués de
part et d’autre (distance entre la premiére sonde délétée/dupliquée et la sonde suivante non remaniée). Le
patient 6 a une délétion hétérozygote du géne STRA6 (a), le patient 9 un CNV polymorphique au niveau du bras
long du chromosome 13 (b), le patient 10 a une duplication partielle du gene FATI (c), et le patient 14 a une
duplication du géne CHX10/VSX2 (d).
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Figure 47: Confirmation par CGH-array 44K des duplications identifiées par le séquengage haut débit.

(a) Confirmation de la présence d’une duplication de 345 kb impliquant le géne FAT1 chez le patient 10. (b)
Confirmation de la présence d’une duplication de 74 kb impliquant le gene VSX2 chez le patient 14. Cette
duplication est héritée de la mere pauci-symptomatique (large excavation papillaire). L’analyse de ségrégation
familiale montre que la duplication est apparue de novo chez la mére du patient 14 (b).

Conclusion

Le séquencage de 407 genes candidats dans une cohorte de 22 patients atteints d’anomalies du
développement embryonnaire de I'ceil nous a permis d’identifier I'implication d’'un deuxiéme géne
majeur dans ces malformations. Nous avons ainsi pu démontrer que la présence de variations
hypomorphes du géne PTCH1 étaient retrouvées chez prés de 10 % des patients atteints de ces
défauts du développement. Notre analyse nous a également permis d’identifier d’autres geénes
intéressants dont le caractére causal dans ces malformations reste a démontrer. Enfin, nous avons
pu par cette approche originale étudier les séquences régulatrices supposées de ces génes et mettre
au point un algorithme permettant de rechercher des anomalies de nombre de copie a partir des

profondeurs de lecture observées.
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ARTICLE 12

Targeted resequencing identifies PTCH1 as a major contributor to ocular developmental

anomalies and extends the SOX2 regulatory network

Soumis

N. Chassaing*, E. E. Davis*, A. Causse, V. David, A. Desmaison, A. R. Niederriter, S. Lamarre, C. Vincent-
Delorme, L. Pasquier, C. Coubes, D. Lacombe, M. Rossi, J.-L. Dufier, H. Dollfus, J. Kaplan, N. Katsanis, H. C.

Etchevers, S. Faguer and P. Calvas

Nous décrivons dans cet article I'identification de mutations hypomorphes chez 10 % des patients
(7/70) atteints d’anomalies embryonnaires du développement de I'ceil (dysgénésies du segment
antérieur ou AM). Des mutations de ce géne ont été identifiées par séquencage haut débit ciblé sur
407 genes candidats. Nous avons pu montrer que ces mutations avaient un pénétrance incompléete
et pouvaient étre héritées de parents asymptomatiques. Nous avons cependant confirmé le
caractére délétere (variations hypomorphes) de ces variations sur I'activité de ptch1 dans un modele
de poisson zebre. Nous avons également montré que |'expression de Ptchl était régulée par Sox2 et

gu’elle était importante au cours du développement oculaire.

Ces résultats s‘integrent avec les données connues sur la voie SHH (et PTCH1 qui en est un
régulateur) dans le développement de I'ceil dans plusieurs modéles. Chez ’lhomme, des mutations de
PTCH1 ont été décrites dans le syndrome de Gorlin et I’holoprosencéphalie. Ces deux syndromes
sont associés a des malformations oculaires et notamment des AM. Chez le poisson des cavernes
dont I'ceil involue au cours du développement, il a été montré une surexpression et un patron
d’expression étendu du gene shh comparativement au poisson des surfaces (appartenant a la méme

espece de poisson, Astyanax mexicanus) qui a des yeux se développant normalement.

118



L'ensemble de ces résultats (fréquence des variants hypomorphes chez nos patients, régulation de
I’expression de Ptchl par Sox2, expression oculaire embryonnaire de Ptchl, phénotype oculaires
dans le syndrome de Gorlin et I’'holoprosencéphalie, modeéle du poisson des cavernes) vont dans le
sens d’une implication forte de la voie SHH dans le développement oculaire et ouvres de nouvelles

perspectives physiopathologiques pour les anomalies du développement de I'ceil.

Les autres résultats évoqués dans cet article ont été discutés plus en détail dans ce sous-chapitre du

"séquencage haut-débit des genes candidats".
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Ocular developmental anomalies (ODA) such as Anophthalmia/Microphthalmia (AM) or anterior
segment dysgenesis (ASD) have an estimated combined incidence of 3.7 in 10.000 births'.
Mutations in SOX2 are the most frequent contributors to severe ODA?, yet account for a minority
of the genetic drivers®. To identify novel ODA loci, we conducted targeted high-throughput
sequencing of 407 candidate genes in an initial cohort of 22 sporadic ODA patients. Patched 1
(PTCH1), an inhibitor of sonic hedgehog (SHH) signaling, harbored an enrichment of rare
heterozygous variants in comparison to either controls, or to the other candidate genes (four
missense and one frameshift), and targeted resequencing of PTCH1 in a second cohort of 48 ODA
patients identified two additional rare nonsynonymous changes. Consistent with a role of PTCH1 in
ODA, functional analysis in a zebrafish in vivo complementation model showed that all six patient
missense mutations affect SHH signaling. Finally, through transcriptomic and ChIP analyses, we
show that SOX2 binds to an intronic domain of the PTCH1 locus to regulate PTCH1 expression.
Together, these results identify the SHH signaling pathway as a novel effector of SOX2 activity
during human ocular development, and demonstrate that PTCH1 contributes mutations to as much
as 10% of ODA.

ODA are underscored by extensive genetic heterogeneity, phenotypic variability, and non-
penetrance, all of which render them largely intractable for traditional family-based genetic
approaches. We selected 407 candidate genes (Supplementary Table 1) involved in ocular
development for targeted exon liquid capture followed by massively parallel sequencing. We
screened 22 unrelated individuals with ODA and mutation negative for SOX2, OTX2, RAX andVSX2;
and two positive control individuals (with known mutations in either STRA6 or in VS5X2). These
affected individuals had isolated ASD (n=6); or AM that was isolated (n=4), associated with ASD (n=6),
or coincident with coloboma (n=6) (Supplementary Table 2). We identified ~ 2,500 variants in each
patient; after stringent bioinformatic filtering that focused exclusively on alleles that were a) absent
from dbSNP132, HapMap and our in-house exomes; and b) predicted in silico to be deleterious
(Supplementary Table 3), we observed 0-5 variants per individual in a total of 46 loci. These genes
harbored variation in the following locus-wide distribution: >1 variant/gene in 10 genes (Fig. 1a;
Supplementary Tables 4, 5); 1 variant/gene in 36 genes; the remaining 361 genes were bereft of rare
functional variants predicted to be deleterious (Supplementary Table 4, discussed in the
Supplementary Note).

Among these 46 loci, PTCH1 carried the greatest mutational burden, and was the most significantly
enriched for rare putative pathogenic variants in the initial ODA cohort in comparison to 13,006
control chromosomes in the Exome Variant Server (EVS; p<0.0001; Fig. 1a,b; Table 1), and remained
nominally significant after correction for the 407 target gene set (p=0.04). Notably, the only other
genes harboring an enrichment of rare variants predicted to be pathogenic in the ODA cohort were
VSX2 and STRA6, both of which have been identified previously as rare ODA contributors*> and were
mutated in the positive control individuals C1 and C2, respectively (p<0.01 vs. 13,006 EVS
chromosomes; Fig. 1a; Supplementary Table 5).

Four individuals harbored rare PTCH1 heterozygous changes predicted to be deleterious (Fig. 1b;
Table 1). One patient with microphthalmia with cataract and sclerocornea (P5) had a frameshifting
deletion (c.4delG, p.Glu2Asnfs*9) in exon 1 of PTCH1 isoform NP_001077072. Individual P17,
presenting with a bilateral Axenfeld-Rieger malformation, had a ¢.3889C>T (p.Arg1297Trp). Two
additional unrelated patients with colobomatous microphthalmia, corpus callosum abnormality, and



atrial septal defects (P8 and P15) harbored ¢.3191C>T (p.Thrl064Met) and c¢.3241G>A
(p.Vall081Met) changes. With the exception of P5, for whom we were unable to perform
segregation analysis, we determined that each of these three PTCH1 mutations was inherited from
an asymptomatic parent (Table 1 and Supplementary Table 4), consistent with incomplete
penetrance.

Because of the significant enrichment of PTCHI1 variants in our first-pass filtering strategy, and
cognizant of the imperfect sensitivity and specificity of prediction algorithms, we returned to the set
of rare variants remaining prior to in silico predictions. We found two additional heterozygous rare
PTCH1 missense variants filtered out initially because they were considered benign by PolyPhen-2.
Patient P20, affected with a bilateral Peters anomaly, harbored a heterozygous p.Tyr1316Cys change
that was inherited from her symptomatic mother. Additionally, we identified a heterozygous
p.Asp436Asn change in the control sample C2 (Fig. 1b, Table 1).

The significant enrichment of mutational burden in the 24 cases compared to 6500 EVS controls
(p<0.001), and in silico prediction evidence were suggestive but not conclusive with regard to the
deleterious effect of the PTCH1I missense variants identified in the ODA cohort. Moreover, the
observed incomplete penetrance posed interpretive challenges. Therefore, we evaluated the effect
of all discovered alleles in vivo. Ptchl is a transmembrane dependence receptor which functions with
Shh as part of a dosage sensitive pathway resulting in activation of downstream target genes,
including the Smoothened (smo) co-receptor, Ptch1 itself, and Gli transcription factors®. Shh signaling

is a key regulator of somite patterning’, and the ptch1%%

(leprechaun) zebrafish mutant, harboring a
p.Tyr590* mutation, has a visibly more obtuse angle of the somitic chevron compared to wild type
(WT) embryos®. We have shown previously that in vivo complementation studies of human
mutations in Shh effector molecules using somite defects as a phenotypic readout are a robust assay
to determine allele pathogenicity’. We therefore employed this strategy to test the ability of human
mRNAs harboring the ODA PTCH1 missense mutations to rescue the ptchl MO-induced somite angle

defects in comparison to that of WT.

Using a previously validated morpholino antisense oligonucleotide (MO)™, we recapitulated the
highly penetrant somite phenotype in WT embryos injected with 12 ng ptch1 MO (81.5° degrees vs.
107° degrees for control vs. MO; p<0.0001; Fig. 2, Supplementary Table 6). Importantly, co-injection
100 pg of capped human PTCH1 WT mRNA resulted in a significant amelioration of the somite defect
(85.9° vs. 107° for WT rescue vs. MO; p<0.0001). In addition to the five missense (p.Asp436Asn,
p.Thel064Met, p.Vall081Met, p.Argl297Trp, p.Tyrl316Cys) mutations identified among the 22
patients and 2 control ODA individuals, we also evaluated the effect of human PTCH1 mRNA carrying
the known pathogenic missense p.Thr1052Met change, associated previously with an
holoprosencephaly (HPE)-like phenotype (including bilateral microphthalmia) and normal MRI* or
with alobar HPE™. As a negative control for the assay, we also evaluated a nonsynonymous change
found commonly in population controls, p.Pro1315Leu. In contrast to the significant rescue of the
morphant phenotype resulting from co-injection of either WT mRNA or the negative control mRNA
(p.Pro1315Leu), the morphant somite angle defect was partially rescued for each allele identified in
our ODA cohort (mean somite angle ranging from 91.3° to 94.5°; p<0.0001 for each co-injection vs.
MO) but remained significantly worse than WT rescue (p<0.0001 for each co-injection vs. WT rescue).
We observed similar results for the p.Thrl052Met change (associated with HPE) (Fig. 2,
Supplementary Table 6). Notably, co-injection of ptch1 MO with the mRNA bearing the p.Asp436Asn



change identified in control C2 showed phenotypic rescue similar to that of the WT and negative
control mRNAs, demonstrating that this change is benign. Injection of WT or mutant mRNA in the
absence of MO resulted in no significant defects, arguing in favor of a loss-of-function rather than a
dominant-negative effect. Together, these results provided in vivo evidence that all rare missense
variants identified in our ODA discovery cohort, as well as the mutation associated with HPE, have a
hypomorphic effect on PTCH1 protein activity (Supplementary Table 6), while the common variant
p.Pro1315Leu and the p.Asp436Asn change identified in a control patient had no detectable effect on
protein function.

Given these observations, we conducted bidirectional Sanger sequencing of the coding regions of
PTCH1 in an independent cohort of 48 samples with ODA. We identified two additional rare
heterozygous PTCHI missense variants: p.lle899Val in a patient with bilateral Peters anomaly, and
p.Thr778Pro in an autosomal dominant AM-ASD family, each of which was absent from EVS (Fig. 1b,
Table 1 and Supplementary Table 4). An in vivo functional assay of each of the two additional
variants demonstrated that, similar to the alleles found in our original cohort, both changes resulted
in partial loss of PTCH1 function (mean somite angle 90.0° and 94.7° for p.Thr778Pro and p.lle899Val
respectively; p<0.0001 for each MO plus mutant mRNA co-injection versus either MO alone or WT
rescue; Fig. 2; Supplementary Table 6). Combined, we identified a total of seven rare heterozygous
PTCH1 variants (six missense and one frameshifting) in a total of seventy individuals with ODA (10%;
Fig. 1b).

Pursuant to the elevated incidence of ODA patients with pathogenic PTCH1 variants, we wondered if
this locus might be linked mechanistically to SOX2, as observed previously for other genes implicated
1314 We first asked whether Ptchl might be regulated
transcriptionally by SOX2. First, using RNA in situ hybridization, we found that robust embryonic

in disorders of ocular development

Ptch1 expression in the neural retina and lens persists to later stages in the adult mouse (Fig. 3) as
observed in humans®, and overlaps the known expression pattern of Sox2'°. Using a physiologically
relevant CCE-Rx model”’, we suppressed Sox2 and tested the abundance of Ptchl message; in
biological triplicate experiments, we found that Ptchl is upregulated significantly upon Sox2
suppression (p<0.001; Fig. 4a), suggesting that the Ptchl locus might be under the transcriptional
regulation of SOX2. We therefore performed chromatin immunoprecipitation (ChlP)-seq on CCE-Rx
cells using an antibody against Sox2; we identified a peak in intron 15 of Ptch1, which was confirmed
using targeted ChIP-gPCR on five independent samples. Importantly, amplification of the Ptchl exon
20 negative region was equivalent when precipitated with either non-specific 1IgG or Sox2 antibody,
while amplification of the intron 15 region showed greater than five-fold enrichment in chromatin
immunoprecipitated by the Sox2-specific antibody (p<0.01; Fig. 4b-c). Together, these data suggest
that PTCH1 expression is regulated directly by SOX2.

The SHH signaling pathway is associated strongly with ocular development in models ranging from

insects to mammals that reflect ~ 600 million years of selection®'**?

. The ptchl zebrafish mutant
displays an incompletely penetrant lens malformation phenotype that can be recapitulated with
ptch1 MO injection only at high doses®. In addition, an ENU mutagenesis screen in zebrafish for visual
system mutants identified a splice-acceptor site mutation in ptch2 that results in ocular colobomas®,
and ptch1;ptch2 double mutants have a severe ocular phenotype with absent lens development at

tj222

24 hpf and completely absent eyes at 48 hpf'’, phenocopying AM. Eye defects in ptchl mutants

could be suppressed by pharmacologically inhibiting the Hedgehog pathway with cyclopamine,



providing evidence in support of a direct involvement of SHH signaling in the manifestation of the
phenotype. Last, optic morphogenesis and gene expression patterns have been compared in blind
cavefish and sighted surface fish embryos, both morphological variants of the same Astyanax
mexicanus species®. In contrast to surface fish embryos, cavefish embryos develop small eye
primordia, which later arrest in development, degenerate and sink into the orbits, recapitulating
human secondary anophthalmia. An expansion of the shh signaling domain in the presumptive ocular
neuroepithelium resulted in hyperactivation of downstream genes, lens apoptosis and arrested eye
growth and development in cavefish embryos®. These features could be mimicked in surface fish by
shh overexpression, and eye development was restored partially in cavefish embryos by using
cyclopamine®. In humans, PTCH1 mutations have been associated previously with basal cell nevus
syndrome (BCNS; MIM#109400) and with holoprosencephaly (HPE7; MIM#610828). Of note, ODA
such as AM or ASD are part of both the BCNS* and HPE*® phenotypes.

Despite the demonstrated functional consequences of PTCH1 variants on SHH signaling, the wide
phenotypic spectrum within our ODA cohort, coupled to the incomplete penetrance observed among
families, suggests that additional factors contribute to the phenotype. Such factors may include the
other 45 genes harboring rare variants in the initial cohort of 22 ODA samples. However, their rarity
in cases and undetectable enrichment of variation in comparison to controls suggests that their
contribution will be modest; increased sample numbers and robust experimental models to test
epistasis are required to demonstrate their involvement, if any, in ODA.

In summary, high-throughput sequencing of candidate genes in ODA identified PTCH1 as a significant
contributor to congenital ocular malformations (10% in our cohort), placing it similar to its
transcriptional regulator, SOX2, in terms of genetic burden to this phenotypic category’. Importantly,
this study highlights the importance of a multifaceted approach towards identifying genetic
contributors to traits such as ODA that are hallmarked by incomplete penetrance and genetic
heterogeneity, especially when the cohort size is modest due to low disease frequency in the
population. This study exemplifies how together, a combined candidate gene sequencing approach,
in vivo functional assessment of allele pathogenicity, and placement to a known disease gene
network provides robust interpretive data that would not have been possible to achieve through
genetic studies alone.

METHODS

Methods and any associated references are available in the online version of the paper.
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Figure 1: PTCH1 has a significantly enriched mutational burden in ODA.

(a) Mutational burden for all genes harboring >1 rare predicted pathogenic variants in the initial
cohort of ocular developmental anomalies (ODA) compared to healthy control individuals from the
Exome Variant Server (EVS). Frequency of combined mutational burden is shown for the ten genes
harboring multiple rare (<1% alternate allele frequency) functional variants (frameshift, nonsense
and splicing variants were considered as damaging; missense variants were classified as damaging or
not based on PolyPhen-2) in ODA cases (n=22 unknown + 2 positive controls) vs. Exome Variant
Server (EVS) controls (n=6,500). P-values are indicated for the only three genes with a significant
enrichment in cases versus controls (chi squared test). *STRA6 and VSX2 are previously identified
causal genes in the positive control ODA samples. (b) Schematic representation of the PTCH1
receptor with its extra-cellular (EC), transmembrane (M), and intra-cellular domains (IC). The
positions of the PTCH1 mutations identified in ODA are represented with asterisks, with the color
indicating variant pathogenicity. The four variants enclosed with boxes were identified in the initial
discovery cohort. p.E2Nfs*9 is specific to isoform NP_001077072 (purple), which is identical to
NP_000255 (black) except for an alternate 66 amino acid region at the N-terminus.



Figure 2: PTCH1 variants identified in ODA patients are pathogenic.

(a, b) Representative lateral images of uninjected control and ptchl MO-injected live embryos taken
at 36 hours post fertilization (hpf); dashed boxes are enlarged in the insets (right). Magnified panels
show chevron-shaped somites (controls) and abnormal-shaped somites (morphants), caused by
aberrant Hedgehog signaling in the zebrafish myotome. Dashed blue lines indicate measurement
position (at the midpoint between the proximal hindgut and the anus) used for phenotypic scoring of
embryo batches. (c) All six nonsynonymous PTCHI1 variants identified in ODA cases were
hypomorphic as indicated by the partial, but not complete, ability of mutant mRNA to rescue the
ptchl MO-induced somite angle defects. PTCH1 p.Thr1052Met, a rare variant (minor allele frequency
in controls 0.001; n=13,006 chromosomes (EVS)), reported previously in HPE is also hypomorphic.
Rescue with a common PTCH1 p.Pro1315Leu encoding variant (rs357564; present in homozygosity in
8% of controls; n=12,568 chromosomes in EVS) was not significantly (NS) different from wild-type
(WT), providing support for the specificity of the assay. The missense variant p.Asp436Asn identified
in the ODA control C2 was benign in this assay. We measured 48-52 embryos per injection batch with
blind scoring. Asterisks indicate statistical differences between mutant and WT rescue (p<0.0001;
Student’s t-test). Error bars, s.e.m. See Supplementary Table 6 for somite measurement data.



Figure 3: Ptch1 transcripts are present in periocular mesenchyme and the neural retina throughout
eye morphogenesis and into postnatal life.

(a) On embryonic day (E)9.5 in mouse embryos, Ptchl is expressed in cephalic mesectoderm of
neural crest origin in the head (arrow) and maxillary arch (Mx); in the basal diencephalon (Di) and
basal neural tube at trunk levels, and in the somitic sclerotome (S). Ectodermal expression is constant
at all embryonic stages examined (Ec). By E11.5, the distal diencephalic infundibulum transcribes
Ptchl (not shown) as does the subectodermal mesenchyme of the future eyelids and palate. (c)
Mesenchymal Ptchl1 expression continues at E13.5; the lateral neural retina (Re) and differentiated
outer cells of the lens (Le) begin to also transcribe Ptchl, which continues throughout these
structures at E15.5 (inset). By this stage, initially generalized expression in the developing cornea (Co,
box) has become restricted to the epithelium. Scale bar a-d, 400 um. (e) In adult mouse eyes at
postnatal day 50, transcripts are found within the outer and inner nuclear layers (Onl, Inl),
corresponding to photoreceptor and Miller cell bodies, and within the retinal ganglion cell layer
(Rgc), testifying to a postnatal role in retinal maintenance. Rpe, retinal pigmented epithelium; Cp;
choroid plexus. Transcripts not observed within the stroma of the anterior chamber or the sclera
(Scl). Scale bar e,f, 200 um. Hybridization with a sense-oriented Ptchl probe as negative control in b,
d,f.



Figure 4: SOX2 regulates PTCH1 expression directly

(a) Targeted quantitative PCR after transfection of CCE-RX cells with a scrambled siRNA (siSc, n=9) or
a siRNA targeting Sox2 (siSox2, n=9). This experiment showed that decreased expression of Sox2
leads to increased expression of Ptchl (b) Results of ChIP-seq performed on CCE-RX cells using an
antibody against SOX2. The Ptchl gene structure is represented underneath the DNA fragments
sequenced after ChlP, with higher peaks corresponding to more enrichment. A peak was identified in
intron 15 of Ptchl (underlined in red), while an example of an unenriched region is shown in intron
22 (underlined in green). (c) Results obtained by ChIP-seq were confirmed using targeted ChIP-qPCR
on 5 independent samples. Amplification of the exon 20 negative region (in green) was equivalent
whether using non-specific IgG or a SOX2 antibody, while amplification of the intron 15 region (in
red) showed greater than five-fold enrichment in chromatin immunoprecipitated by the SOX2-
specific antibody. (a, c) Asterisks indicate statistical differences between the different conditions
rescue (**: p<0.01, ***: p<0.001; Mann-Whitney U-test). Error bars, s.e.m.
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SUPPLEMENTARY NOTE

Screening of the 407 candidate genes identified between zero and five variants predicted to be
damaging among the 22 patients and 2 controls included in this study (Supplementary Table 4).

We identified the previously discovered mutations from the positive control ODA samples (C1 and
C2; Supplementary Table 4).

In six patients, PTCH1 variants were identified (see Main Text).

In two patients among the discovery cohort of 22 patients (P1 and P6), we identified mutations in
genes previously implicated in human ocular developmental anomalies (ODA). P1 harbored a de novo
heterozygous variant encoding p.Asn64Lys. Asn64 is located in the highly conserved paired domain of
PAX6. Interestingly, an ENU-induced microphthalmic mouse mutant was shown to bear the same
PAX6 missense mutation (p.Asn64Lys), demonstrating its probable deleterious effect®®. Heterozygous
PAX6 mutations are associated with ASD (frequently aniridia). P1 displayed bilateral anophthalmia,
and this is the first description of a heterozygous PAX6 mutation in anophthalmia. Mutation filtering
of P6 identified a homozygous STRA6 missense mutation (p.Pro579Ala). This variant altered a
conserved amino acid, and was predicted to be probably damaging by Polyphen-2 software (score
0.999). When we performed familial segregation analysis of this mutation, we demonstrated that P6
was compound heterozygous for the p.Pro579Ala mutation and a STRA6 deletion inherited from the
father. P6 displayed bilateral microphthalmia with colobomatous cyst, developmental delay, short
stature (-2 SD) and left duplicated pyelocaliceal system. STRA6 mutations were first reported to be
involved in syndromic anophthalmia (MCOPS9, Matthew-Wood syndrome), and subsequently the
associated phenotype was extended to isolated microphthalmia®.

In each of five genes (FAT4, IFT172, NOTCH1, RPGRIP1 and TSHZ2) we identified two ODA patients
with a heterozygous missense variant (see Fig. 1). P4, born from healthy consanguineous parents
bears a heterozygous p.Glu44Ala missense variant in FAT4. Molecular analysis of the asymptomatic
parents showed that they were both heterozygous for this variation. The other heterozygous FAT4
missense variant (P3, p.Lys2654GIn) was inherited from an asymptomatic parent. In mice, Fat4
expression has been shown to be regulated directly by PAX6 during lens formation, and it has been
suggested that Fat4 may be implicated in lens morphogenesis because of its role in planar cell
polarity”. More recently, FAT4 mutations have been associated in humans with Van Maldergem
syndrome, an autosomal-recessive multiple malformation syndrome affecting brain but not eyes®.
Since FAT4 missense variant identified in our ODA patients were inherited from asymptomatic
parents, we suspect that these changes are unlikely to cause the ocular defects, although we cannot
exclude the possibility of incomplete penetrance, oligogenic inheritance or recessive inheritance with
an unidentified second mutation.

Patients P5 and P7 were both heterozygous for a variant in IFT172 (p.Argl294Cys and
p.Asn1711Asnfs*20). Parental segregation analysis of these two variations was unavailable. IFT172
has been recently implicated in a mouse model of VACTERL-H association. The authors demonstrated
that IFT172 was required for ciliogenesis and Hedgehog (Hh) signaling. None of the studied mice
display ocular involvement®* which is not in favor of implication of P5 and P7 variants in the ODA
phenotype.
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Two patients also bear heterozygous NOTCH1 missense variants: P14 harbors the heterozygous
p.Arg23Leu encoding change inherited from a paucisymptomatic mother (increased papillary
excavation), while P12 has a heterozygous p.Gly812Arg missense variation inherited from his father,
who had glaucoma. NOTCH1 expression has been demonstrated to be regulated by SOX2, and an

d****. Familial segregation of the

implication of NOTCH1 in lens development has been reporte
p.Gly812Arg variant showed that P12’s son, who also had colobomatous microphthalmia, did not
share the p.Gly812Arg variant. This last result argues against implication of this missense variation in

the ODA phenotypes.

Two patients P9 and P11 were heterozygous for RPGRIP changes (p.Cys808Trp and p.lle270Val
respectively). Parental analysis shows that P9 variation was inherited from the asymptomatic father.
Recessive RPGRIP mutations have previously been associated with Leber congenital amaurosis®*, and
thus, these heterozygous changes are unlikely to cause ODA.

Finally, two heterozygous variants of TSHZ2 were identified among the 22 patients: P3 was
heterozygous for a p.Ser83Ala variant inherited from an asymptomatic father; P21 was heterozygous
for a p.GIn430Leu variant, inherited from an asymptomatic mother. Targeted expression of the tsh
gene in Drosophila can cause ectopic eye development in non-eye tissues, while in mice, Tsh genes
have been demonstrated to regulate the activity and/or expression of genes involved in formation of
the fly eye®. The heterozygous missense changes identified in P3 and P21 were each inherited from
an asymptomatic parent. As these variants were inherited, we posit that these TSHZ2 variants are
unlikely to cause the ocular defects, even if they may participate in the ocular phenotype.

In addition to those discussed above, other heterozygous variants predicted to be deleterious were
identified in 35 different genes among the 22 patients. Among these, some genes are of particular
interest: VAX2 and SOX14 are paralogs of genes already involved in ODA (VAX1 and SOX2
respectively); CYP26C1, PITRM1, PFKP, PRPF8, and MYO1C were found to be deleted in ODA patients
by array-CGH and were thus considered as candidate genes>®*’; and finally, four genes have been
implicated in microphthalmia in mouse models (ADAM17, MITF, and SULF1). Further information
about these variants is summarized in Supplementary Table 4. Whether these variants participate in
the human ocular developmental anomalies remain unclear, and would require further functional

studies.
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ONLINE METHODS

Candidate gene selection

We selected 407 candidate genes based on lines of evidence for putative involvement in ODA
(Supplementary Table 1). Based on data in the literature, these genes were related to normal or
abnormal ocular development in vertebrates and/or invertebrates.

Patients

70 ODA patients (22 in the discovery cohort, 48 in the replication cohort), and two positive controls
with known mutations were enrolled in this study. Informed consent was obtained from each
participant, which adhered to the tenets of the Declaration of Helsinki and was approved by the local
Ethics Committee (CPP Sud-Ouest et Outre-Mer Il). Ocular phenotypes of the 22 patients included in
the first cohort were isolated ASD (n=6), isolated AM (n=4), AM with ASD (n=6), or AM with
coloboma (n=6) (reviewed in Supplementary Table 2). Ocular phenotypes of the 48 patients included
in the second cohort were isolated ASD (n=14), isolated AM (n=17), AM with ASD (n=9), or AM with
coloboma (n=8).

Targeted enrichment and high throughput DNA sequencing

A custom-made SureSelect oligonucleotide probe library was designed to capture the exons of 407
candidate genes (Supplementary Table 1). The probe library also aimed to capture 880 kb of
potential regulatory sequences (i.e. non coding region located within 20 kb of the 407 genes and
conserved among species). A total of 56,059 probes, covering 2.46 Mb, were designed and
synthesized. Sequence capture, enrichment, and elution were performed according to the
manufacturer’s instructions (SureSelect, Agilent). Each eluted-enriched DNA sample was then
sequenced on an lllumina GAllx as paired-end 75 bp reads (Integragen). Sequence reads were aligned
to the reference human genome (UCSC hgl9) using commercially available software (CASAVAL.7,
[llumina) and the ELANDv2 alignment algorithm. The mean coverage was 325X with 96.9% of the
targeted sequences over 10X and 93.4% over 25X.

Filtering strategy

All variants reported were filtered to ensure an optimal prioritization of candidate mutations
(Supplementary Table 3). We first filtered out variants that did not meet the quality criteria (array
confidence <0.3, sequence read depth <10 and sequence base quality <10). We then filtered out all
variants present in the local, in-house exome sequencing database as well as in dbSNP132, 1000
Genomes Project, and the HapMap Project databases. Only exonic and splice-site variants were
retained; we removed synonymous variants and variants predicted to be benign by the Polyphen-2
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software. The presence of the final selected variants was confirmed by Sanger sequencing. Primers
were designed to surround the candidate mutations, and are available upon request.

Mutational burden analysis

We determined the mutational burden for the ten genes identified in the targeted resequencing of
ODA samples harboring multiple rare (<1% alternate allele frequency) functional variants (frameshift,
nonsense and splicing variants were considered as damaging; missense variants were classified as
damaging or not based on PolyPhen-2) in ODA cases (n=22 unknown + 2 positive controls) vs. Exome
Variant Server (EVS) controls (n=6,500). EVS was accessed in November 2013 and a chi-squared test
was used for comparisons.

PTCH1 molecular screening

To support further the involvement of PTCH1 lesions in ODA, we screened this locus in a new cohort
of 48 patients by direct bidirectional Sanger sequencing. Primers used to amplify the 23 coding exons
and intron-exon splice junctions are listed in Supplementary Table 7.

Zebrafish embryo microinjection and manipulation

We obtained a previously published® morpholino antisense oligonucleotide (MO; GeneTools)
targeting the splice donor site of ptchl exon 3; 1 nl of the indicated cocktail was injected into wild-
type (WT) zebrafish embryos at the one-to-four-cell stage (n=48-52 embryos/injection, repeated at
least twice; with masked scoring).

Embryos were reared at 28.5° C and imaged live at 36 hours post fertilization (hpf). To generate
human PTCH1 WT and mutant mRNA, we first obtained a full-length open reading frame (ORF)
construct (clone ID: 100016192; OpenBiosystems). We generated a stop codon, and subsequently
introduced additional nonsynonymous changes using site-directed mutagenesis (QuikChange;
Agilent). We then transferred sequenced-confirmed PTCH1 ORFs into the pCS2+ plasmid (LR clonase
II; Life Technologies), linearized with Notl, and performed in vitro transcription with the SP6
mMessage mMachine kit (Ambion). For rescue experiments, 12 ng MO and 100 pg of PTCH1 mRNA
were injected respectively. Live embryo imaging of lateral views was conducted on a Nikon AZ100
microscope at 6x magnification facilitated by NIS Elements software. Somite angle measurements
were recorded from the resulting images using Image) software.

Chromatin Immunoprecipitation (ChIP)

We performed quantitative ChIP-seq in murine stem cells genetically modified to overexpress Rax
(retina and anterior neural fold homeobox) (CCE-Rx cells, a kind gift from Pr. S. Watanabe). These
cells have the ability to differentiate into retinal ganglion cells, were cultured using the standard
procedures’’. 2x10° resuspended CCE-Rx cells were cultured in LIF-free medium on 10-cm bacterial
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plates. 48 hours later, CCE-Rx embryoid bodies were treated with formaldehyde for 10 minutes,
chromatin was prepared, and ChIP was performed according to the Upstate (Millipore) protocol,
using 10 pg of anti-Sox2 antibody (Santa Cruz Biotechnology, sc-17320) or mouse IgG (Millipore,
PP54) as a control. ChIP-seq libraries were prepared and sequenced using the standard lllumina
protocol. Peaks were called with SeqMonk using the contig generator function. Inside intron 15 of
Ptchl, a peak was identified in the Sox2-immunoprecipitated sample. The online Jaspar database
confirmed the presence of a putative Sox2 binding site within the peak sequence. Amplicons
corresponding to the Ptchl intron 15 Sox2 ChlP-seq peak and to a region not predicted to bind Sox2
in intron 22 (see Supplementary Table 7 for primers) were selected for validation. These amplicons
were tested in 5 independent samples immunoprecipitated either with Sox2 or mouse IgG
antibodies.

Quantitative RT-PCR

Quantitative PCR analysis was performed in CCE-Rx cells to confirm Ptchl regulation by Sox2. CCE-Rx
cells were cultured using the standard procedures'’” and transfected as previously described® either
with an siRNA targeting Sox2 mRNA or with a scrambled siRNA (Invitrogen, Stealth™ siRNA
MSS277200 and Negative Control Medium GC respectively). Quantitative real-time PCR analyses on
complementary DNA transcribed from total RNA showed that the remaining Sox2 expression was
50% at 24 hours post transfection and 75% at 48 hours post transfection. 48 hours after transfection
of either the siSOX2 (n=9) or the siScramble (n=9), total RNA was isolated using the GenElute
Mammalian Total RNA Miniprep kit (Sigma-Aldrich). Samples were used to analyze Ptchl expression
levels in the siSOX2 samples compared to controls (Supplementary Table 7 for primers).

In situ hybridization

In situ hybridization was carried out on paraffin sections using a murine Ptch1 probe *° according to
standard protocols™.

SUPPLEMENTARY TABLES

Supplementary Table 1: List of the 407 candidate genes

Supplementary Table 2: Phenotypes of ODA patients

Supplementary Table 3: Variant prioritization

Supplementary Table 4: Final prioritized variants in patients with ODA

Supplementary Table 5: Mutational burden of rare functional variants in ODA cases versus EVS
controls.

Supplementary Table 6: Somite angle measurements for PTCH1 in vivo complementation assays.
Supplementary Table 7: Primers used for gPCR and PTCH1 mutational analysis
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URLs

1000 Genomes Project (http://www.1000genomes.org/)

HapMap Project (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/)

dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/)
Exome Variant Server (http://evs.gs.washington.edu/EVS/)
Polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)

SIFT (http://sift.jcvi.org/)

Jaspar (http://jaspar.genereg.net/)

HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php)
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Supplementary Table 3: Variant prioritization

Identified variants A:::z‘gr:;)l\:r ;t::’?:;:‘
Total variants 2566 125
High confidence variant calls 2482 126
After exclusion of known variants 236 )8
(dbSNPv132 + HapMap + in-house)
After exclusion of non-genic - intronic variants 10 3
After exclusion of synonymous variants 6 2
Predicted damaging 3 1
Validated by Sanger Sequencing (ransz-S) 1

A custom-made SureSelect oligonucleotide probe library was designed to capture the exons of 407
candidate genes and 880 kb of potential regulatory sequences. The mean coverage was 325X with
96.9% of the targeted sequences over 10X and 93.4 over 25X. Frameshift, nonsense and splicing
variants were considered as damaging. Missense variants were classified as damaging or not based

on Polyphen-2 software results.
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Supplementary Table 6: Somite angle measurements for PTCH1 in vivo complementation assays.

Somite angle Measurements p-values
Injection Pathogenicity
n Mean (°) S.E.M. vs. WT RNA vs. WT rescue vs. MO
Controls 49 81.5 0.4 0.0037 <0.0001 <0.0001
MO 50 107.0 1.6 <0.0001 <0.0001
WT RNA 49 83.4 0.4
MO + WT RNA 50 85.9 0.7 0.0041
D436N RNA 53 81.6 0.8 0.0657 <0.0001
MO + D436N RNA 50 84.1 0.6 0.0530 <0.0001 Benign
T778P RNA 50 82.6 11 0.5122 <0.0001
MO + T778P RNA 51 94.7 1.3 <0.0001 <0.0001 Hypomorph
1899V RNA 50 82.1 0.7 0.1572 <0.0001
MO + 1899V RNA 50 90.0 0.7 <0.0001 <0.0001 Hypomorph
T1064M RNA 50 86.3 0.8 0.0010 <0.0001
MO + T1064M RNA 50 94.5 1.0 <0.0001 <0.0001 Hypomorph
V1081M RNA 45 83.9 0.9 0.6107 <0.0001
MO +V1081M RNA 50 91.3 0.9 <0.0001 <0.0001 Hypomorph
R1297W RNA 49 83.2 1.0 0.8722 <0.0001
MO + R1297W RNA 50 92.8 1.3 <0.0001 <0.0001 Hypomorph
Y1316C RNA 52 82.4 0.8 0.2986 <0.0001
MO +Y1316C RNA 52 94.3 1.2 <0.0001 <0.0001 Hypomorph
T1052M* RNA 48 82.3 0.5 0.1121 <0.0001
MO +T1052M* RNA 49 92.6 0.6 <0.0001 <0.0001 Hypomorph
P1315L** RNA 50 79.9 0.5 <0.0001 <0.0001
MO + P1315L** RNA 52 84.4 0.7 0.1628 <0.0001 Benign

*Positive control: Associated with holoprosencephaly (HPE)*

**Negative control: Common variant (30% minor allele frequency, present in homozygosity in 8% of
control individuals in ESP6500).
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CHAPITRE V

TRAVAUX COLLABORATIFS
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Introduction

Le recrutement du laboratoire au travers du PHRC national, et I'analyse moléculaire de la plupart des
genes connus d’AM nous a permis de constituer une des plus grande cohorte de patients AM ne
portant pas de mutation dans les génes connus (120 patients). Cette cohorte est précieuse pour
identifier de nouveaux genes d’AM. Nous avons donc été sollicités par différentes équipes au niveau

national ou international pour collaborer a leurs études.

Méthodes et Résultats

Pour les articles présentées ci-dessous, nous avons été contacté par des équipes ayant identifié un
nouveau gene d’AM par CGH-array (TMX3) ou séquencgage d’exome (ALDH1A3 et RARB). Ces équipes
souhaitaient valider leurs résultats sur une cohorte de patient avec un phénotype similaire a celui de

leur famille, et chez qui la présence de mutation dans les génes connus avait été exclue.

Les résultats de ces collaborations sont décrits dans les 3 articles suivants:

- Articlen®13
Fares-Taie, L et al. (2013). "ALDH1A3 mutations cause recessive anophthalmia and microphthalmia."

Am J Hum Genet 92(2): 265-70.

- Article n®14
Myriam Srour et al. (2013) "Recessive and dominant mutations in the retinoic acid receptor beta in

cases with microphthalmia and diaphragmatic hernia " Am J Hum Genet 93: 1-8

- Article n°15
Chao, R et al. (2010). "A male with unilateral microphthalmia reveals a role for TMX3 in eye

development." PLoS One 5(5): e10565.
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Conclusion

Ces collaborations montrent bien que le travail présenté sur la premiére partie de ma thése
(recherche de mutation dans les génes connus) est une étape clef a I'identification de nouveaux
génes d’AM. Le travail laborieux consistant a rechercher chez les patients AM des mutations dans les
génes connus présente deux intéréts. D’'une part, il permet de déterminer les fréquences
d’implication des génes étudiés, et les phénotypes associés. D’autre part, il permet de constituer une
cohorte de patients sans mutation dans les génes connus qui peut étre utilisée pour valider

I'implication de genes nouvellement identifiés par différentes approches.
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ARTICLE 13

ALDH1A3 mutations cause recessive anophthalmia and microphthalmia

American Journal of Human Genetics

2013-92(2): 265-70

L. Fares-Taie*, S. Gerber*, N. Chassaing*, J. Clayton-Smith, S. Hanein, E. Silva, M. Serey, V. Serre, X. Gerard,
C. Baumann, G. Plessis, B. Demeer, L. Bretillon, C. Bole, P. Nitschke, A. Munnich, S. Lyonnet, P. Calvas, J.

Kaplan, N. Ragge and J. M. Rozet

Nous avons été contactés par I'équipe des Docteurs Josseline Kaplan et Jean-Michel Rozet pour
valider I'implication du géne ALDH1A3 dont des mutations avaient été identifiées dans une de leur
famille consanguine par une combinaison d’homozygosity mapping et d’exome sequencing. Ce géne
faisait partie de nos meilleurs génes candidats aprés notre approche transcriptomique (expression
régulée par PAX6, seul gene a avoir une spécificité d’expression oculaire, voire chapitre
correspondant). Il est de plus impliqué dans le métabolisme de I'acide rétinoique, élément clef au
cours du développement oculaire. Dans la famille initiale, il avait été identifié une mutation faux-sens
a I’état homozygote. Compte-tenu de ce mode de transmission récessif, nous avons pu inclure 28
patients AM issus de parents apparentés. Ces patients provenaient de notre cohorte de patient
Toulousaine (12 patients), et de la cohorte de patient de notre collaboratrice le Dr Nicola Ragge a
Oxford que nous avons associé a ce projet (16 patients). Il a pu ainsi étre identifié des mutations dans

deux familles supplémentaires confirmant ainsi I'implication du gene ALDH1A3 dans I'’AM.
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ARTICLE 14

Recessive and dominant mutations in the retinoic acid receptor beta in cases with

microphthalmia and diaphragmatic hernia

American Journal of Human Genetics

2013-93:1-8

Myriam Srour*, David Chitayat*, Véronique Caron*, Nicolas Chassaing*, Pierre Bitoun, Lysanne Patry,
Marie-Pierre Cordier, José-Mario Capo-Chichi, Christine Francannet, Patrick Calvas, Nicola Ragge, Sylvia

Dobrzeniecka, Fadi F. Hamdan, Guy A Rouleau, André Tremblay, Jacques L. Michaud

Pour cet article, nous avons été contactés par I'équipe du Pr Michaud (Montréal, Canada). Son
équipe avait identifié dans une famille, par une combinaison d’homozygosity mapping et d’exome
sequencing, un nouveau géne, RARB (Retinoic Acid Receptor beta), impliqué dans une AM
syndromique (syndrome PDAC ou syndrome de Matthew-Wood). Ce syndrome de Matthew-Wood a
initialement été associé a des mutations du gene STRA6, avec une hétérogénéité génétique probable
puisque des mutations du géne STRA6 ne sont pas retrouvées chez tous les patients atteints. Nous
avions pu travailler sur le géne STRA6 et avions des patients atteints du syndrome de Matthew-Wood
sans mutation identifiée. Nous avons donc été contactés par I'équipe du Pr Michaud qui recherchait
des patients appartenant cliniquement au spectre PDAC, sans mutation dans STRA6. Nous avons pu,
en collaboration avec le Dr Nicola Ragge, inclure 15 patients (10 de Toulouse, 5 d’Oxford)
correspondant a ces critéres, ainsi que 15 patients avec anophtalmie ou microphtalmie extréme. Le
séquencage du gene RARB chez ces patients a permis d’identifier chez 3 d’entre eux une variation
faux-sens hétérozygote touchant le méme codant du géne RARB. Ces variations n’étaient pas
rapportées dans les bases de données, et la présence d’une variation hétérozygote du méme codon

(p.Arg387Cys et p.Arg387Ser) chez trois individus non apparentés suggérait un possible effet
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dominant (mutation activatrice ou dominante négative). Cette hypothese a été confortée par
I'analyse parentale qui chez les trois patients a permis de montrer que le variant faux-sens de ce
codon Arg387 étaient apparues de novo. Cette hypothése a secondairement été confirmée par des
analyses fonctionnelles démontrant I'effet activateur des mutations touchant ce codon, et l'effet
perte de fonction des mutations récessives identifiées dans la premiéere famille de cette étude. Cette
étude implique ainsi un nouveau gene de la voie du métabolisme de I'acide rétinoique dans I’AM.
Des mutations de ce géne peuvent étre transmises selon une transmission autosomique dominante

ou récessive.
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ARTICLE 15

A male with unilateral microphthalmia reveals a role for TMX3 in eye development

PLoS One

2010- 11;5(5):e10565

R. Chao, L. Nevin, P. Agarwal, J. Riemer, X. Bai, A. Delaney, M. Akana, N. JimenezLopez,
T. Bardakjian, A. Schneider, N. Chassaing, D. F. Schorderet, D. FitzPatrick, P. Y. Kwok,

L. Ellgaard, D. B. Gould, Y. Zhang, J. Malicki, H. Baier and A. Slavotinek

Nous avons été contactés par I'’équipe du Pr. Anne Slavotinek (San Francisco, USA). Cette équipe
venait de mettre en évidence, par CGH-array, une délétion sur le bras long du chromosome 18 chez
un patient atteint d’AM. Dans cette délétion était inclus le géne TMX3 exprimé au cours du
développement dans la rétine et le cristallin. Cette équipe a recruté des patients AM pour séquencer
ce géne chez eux a la recherche de mutation ponctuelles. Nous avions pu inclure 36 patients AM
dans cette étude. L'implication de ce géne TMX3 dans les défauts du développement oculaire a pu
secondairement étre validée par des expériences d’inactivation de I'expression de ce géne a I'aide de

morpholinos dans un modele de poisson zébre.
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PERSPECTIVES ET CONCLUSION
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Perspectives

Les approches qui ont été développées au cours de ma thése visaient a identifier des génes candidats
pouvant étre impliqués dans les AM. J'ai décrit dans cette thése, les différentes approches utilisées
(génes candidats fonctionnels, génes candidats positionnels, génes cibles des 4 FTs majeurs du

développement oculaire).

Ces différentes approches nous ont permis d’obtenir de nombreux résultats dont certains, n’ont pas
pu étre totalement explorées. Il serait ainsi intéressant de se pencher plus spécifiquement sur le réle
au cours du développement oculaire des autres genes (autres que PTCH1) pour lesquels des
variations considérées comme possiblement pathogenes ont été identifiées chez les patients AM. Un
travail spécifique sur le role des variations identifiées dans les régions régulatrices pourrait
également étre envisagé. Enfin, les résultats obtenus par ChlP-seq montrent une interaction forte
entre les facteurs de transcription SOX2 et OTX2, similaire a celle déja identifiée pour SOX2 et CHD7

8% Les données obtenues sur la co-régulation de génes cibles par ces deux facteurs de transcription

173

(démontrée précédemment pour la régulation de I'expression du géne RAX "°) mériteraient d’étre

approfondies.

Avec la révolution du séquencage haut débit, la recherche de génes impliqués dans des pathologies a
totalement été modifiée. Le travail de réflexion n’est plus en amont du projet (recherche de génes
candidats pouvant étre impliqués dans la pathologie), mais en aval du projet (recherche parmi les
génes porteur de mutations délétéres d’'un patient, ceux qui pourraient étre impliqués dans la
pathologie). Il convient donc de valider a postériori le réle potentiel d’'un gene porteur de mutations

délétéres dans une pathologie donnée.

Le séquencage haut débit peut étre envisagé facon ciblée, mais de plus en plus, on a recours a des
approches pangénomiques ("whole exome" ou "whole genome"). Devant le nombre important
(plusieurs centaines) de variations potentiellement causales identifiées pour chaque patient,

différentes stratégies ont été élaborées™ :

- Recherche de mutations hétérozygotes en commun chez plusieurs patients atteints d’une
méme pathologie a transmission autosomique dominante. Cette approche n’est
gu’exceptionnellement réalisable dans le cadre des AM en I'absence de grandes familles.

- Recherche de mutations présentes dans un géne en commun chez des patients non
apparentés présentant la méme pathologie. Cette approche, a moins de disposer d’un trés

grand nombre de patients, parait aléatoire dans le cas des AM compte tenu de
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I'hétérogénéité génétique majeure. Elle peut parfois étre envisagée pour des formes
syndromiques spécifiques de malformation oculaires.

- Recherche de mutations récessives homozygotes chez des patients issus de parents
apparentés. La sensibilité de cette approche peut étre augmentée en testant en paralléle
plusieurs membres d’une méme famille.

- Recherche de mutations hétérozygotes de novo. Cette approche est particulierement
indiquée pour les pathologies a forte hétérogénéité génétique et a démontré son efficacité
dans des pathologies aussi génétiquement hétérogenes que la déficience intellectuelle® ou

I'autisme™®’.

Toutes ces approches ont permis un bond des connaissances et la description de dizaines de
nouveaux genes de pathologie humaine. Nous les avons utilisées dans plusieurs projets qui sont en

cours et que je vais brievement décrire ici :

- Recherches de mutations causales d’AM

En collaboration avec le Dr Nicola Ragge (Oxford UK), nous avons initié un projet de séquencage
d’exome chez 24 patients AM. 12 sont des cas sporadiques étudiés en trio avec les parents
(recherche de mutations de novo) et 12 sont des patients issus de parents apparentés (recherche de
mutations homozygotes). Les résultats du séquencage haut débit ont été validés par séquencage
Sanger. Ces analyses ont permis d’identifier une nouvelle mutation faux-sens délétere de novo de
PAX6 chez un patient, une mutation faux-sens hétérozygote du géne BCOR chez une patiente ainsi
gu’une mutation faux-sens homozygote délétere (analyses fonctionnelles réalisées) du géne
ALDH1A3. Ainsi pour 3 des 24 patients testés, |'approche par séquencage d’exome a permis
d’identifier des mutations dans un gene connu d’AM (ce qui confirme le pouvoir de cette approche).
Nous avons de nombreux génes candidats parmi les 21 autres patients. Pour valider ces candidats, un
séquencage (séquencage moyen débit) de ces genes candidats dans une cohorte de 96 nouveaux
patients AM est en cours d’organisation. En paralléle des analyses fonctionnelles des variants les plus

intéressants vont étre entreprises.
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- Recherches de mutations causales d’AM syndromique (Matthew-Wood)

Nous avons initié en collaboration avec I'équipe du Pr. Jacques Michaud (Montréal, Canada), la
recherche de mutation par séquencgage d’exome chez 5 patients atteints de syndrome de Matthew-

Wood (spectre PDAC), sans mutation identifiée dans STRA6 ni RARB.

- Recherches de mutations causales de dysgénésie du segment antérieur

Nous avons initié en collaboration avec I'’équipe du Dr. Josseline Kaplan et du Dr. Jean-Michel Rozet
(Paris, France), la recherche de mutation par séquencage d’exome chez des patients atteints de
dysgénésie du segment antérieur. 5 patients non apparentés atteints d’aniridie sans mutation de
PAX6 vont étre analysés. De plus, des analyses de trio pour des patients atteints de dysgénésie du

segment antérieur (anomalies de Peters, Rieger ou Axenfeld) est en cours.

- Recherches de mutations causales d’aniridie syndromique

En collaboration avec la méme équipe du Dr. Josseline Kaplan et du Dr. Jean-Michel Rozet, nous
avons débuté un projet visant a identifier un gene pour le syndrome de Gillespie associant aniridie et

ataxie cérébelleuse. 4 patients atteints non apparentés vont étre analysés.

Comme précédemment mentionné, il conviendra de valider I'implication des genes identifiés par ces
techniques de séquencage haut débit. De multiples approches sont possibles (recherche de mutation
du méme gene chez d’autres patients, validation fonctionnelle de la mutation, modéles animaux
[zebrafish ou souris le plus fréqguemment]...). Les approches utilisées pour valider nos genes
dépendent du type de mutation, de la fonction du géne, et de la pathologie étudiée. C'est dans le
choix des meilleures techniques de validation des résultats haut débit que se fait maintenant la

réflexion du chercheur.
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Conclusion

Les AM sont les malformations embryonnaires oculaires les plus séveres. L'importante hétérogénéité
génétique et la variabilité phénotypique rendent difficile I'optimisation de la prise en charge des
patients et le conseil génétique. Nous avions fixés différents objectifs pour ce travail de these, visant

a améliorer les connaissances sur les aspects cliniques et moléculaires de cette pathologie.

La premiére partie de mon travail a permis de montrer la fréquence de I'implication des principaux
genes d’AM dans la plus grande cohorte de patients rapportée. Cette analyse a permis de connaitre
le poids de chaque gene étudié dans I'AM. Cette analyse a également souligné la proportion
importante de patients (80 %) chez qui I’AM ne peut pas étre expliquée par des mutations des genes

couramment étudiés.

La deuxieme partie de mon travail a été d’exploiter les résultats moléculaires obtenus chez les
patients de notre cohorte pour essayer de mieux définir les phénotypes associés a chaque gene.
Nous avons ainsi pu décrire précisément le phénotype de 32 patients porteurs de mutation dans ces
genes ce qui augmente fortement les données cliniques disponibles dans la littérature. En raison de
présentations cliniques atypiques dans deux familles, nous nous sommes plus particulierement
intéressés aux variations phénotypiques observées pour les mutations des génes STRA6 et OTX2. Ceci
nous a conduits a développer deux projets de recherche spécifiques concernant chacun de ces genes
et I'effet de leurs mutations et a décrire une étendue insoupconnée des spectres phénotypiques en
comparaison avec les descriptions initiales. En effet les mutations du géne STRA6 se sont avérées
pouvoir étre responsables d’AM isolées, de maniére surprenantes celles d’'OTX2 d’une atteinte
développementale mandibulaire extréme, lI'otocéphalie. Tout comme auparavant nous avions
montré I'implication de SOX2 dans des lésions cérébrales isolées ou le spectre AEG dans une méme

fratrie.

Enfin, la troisieme partie de mon travail a visé a identifier de nouveaux genes d’AM. Pour cela
plusieurs approches ont été utilisées. Notre approche expérimentale (ChlIP et transcriptomique) a
permis d’obtenir des données précieuses sur les genes régulés par les FTs Sox2, Otx2, Pax6 et Rax.
Elle a conduit a sélectionner un certain nombre de génes candidats, avant que la révolution du
séquencage haut débit n’introduise un changement radical dans la progression de nos travaux. Ces
données demeureront une aide précieuse lorsqu’il faudra interpréter les données de séquencage
haut débit des projets en cours. Elles permettront en effet de corréler les résultats des différentes
techniques et d’orienter plus aisément la sélection de génes candidats. Deux éléments nous
démontrent que la stratégie que nous avions imaginée était une bonne voie pour identifier de

nouveaux genes d’AM :
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- Premiérement, notre approche expérimentale a permis d’identifier de nombreuses cibles des
FTs étudiés. Parmi ces génes cibles, une 15°™ de génes avait été sélectionnés sur des
arguments fonctionnels comme "meilleurs candidats" (voir chapitres correspondants). Le
patron d’expression embryonnaire (ceil, cerveau, membres) avait alors été étudié pour ces
genes. Seul I'un d’entre eux avait une expression cantonnée a I'ceil, le gene Aldh1a3 (voir Fig.
32), lui conférant ainsi le statut de candidat le plus probable a une anomalie restreinte a cet
organe. Nous avons secondairement participé a la description de I'implication de ce géne
dans I’AM. Elle a été prouvée par l'identification, par analyse de liaison et séquencage
d’exome, de mutations déléteres de ce géne dans une famille AM. Plusieurs autres patients
AM porteurs de mutations dans ALDH1A3 ont été rapportés depuis.

- Le deuxieme élément correspond aux genes choisis comme genes candidats pour le
séquengage haut débit ciblé sur 407 genes. Depuis la sélection des genes candidats et de
I’élaboration de notre kit de capture, 9 génes ont été impliqués dans des AM isolées
(ALDH1A3, ODZ3, SIX6) ou syndromiques (c12orf57, FNBP4, FREM1, SMOC1, VAX1). Il est
intéressant de noter que nous avions sélectionné la candidature de 6 de ces 9 génes
(ALDH1A3, FREM1, RARB, SIX6, SMOC1, VAX1) avant que leur implication dans I'AM n’ait été

démontrée.

Cette stratégie expérimentale nous a également permis d’identifier le gene PTCHI comme le
deuxiéme géne majeur des défauts du développement embryonnaire de I'ceil (10 % des patients). Les
mutations de ce géne ont une pénétrance incompléte et donnent des phénotypes variables allant de
dysgénésies isolées du segment antérieur a des AM syndromiques, associées a des cardiopathies et
aux anomalies cérébrales touchant la ligne médiane bien connues dans les anomalies de ce géne.
L'identification de PTCH1, pointe tous les acteurs de la voie de signalisation SHH comme pouvant étre

impliqués dans les malformations oculaires.

Les résultats obtenus ont remplis les objectifs que nous avions fixés a son initiation. Ils nous ont
également permis de mesurer I'importance du travail restant a accomplir pour pouvoir répondre aux
mieux aux patients et a leurs familles. Ainsi, le nombre des génes d’AM restant a découvrir est
probablement élevé. Les manifestations phénotypiques associées aux mutations des genes d’AM
restent a définir et la collection de nouveaux patients demeure essentielle. Il ne semble pas exister
de corrélation entre les génotypes et les phénotypes, et un des challenges qu’il faudra relever sera
de pouvoir expliquer les causes de la variabilité phénotypique observée. S’agit-il d’effets liés a

I'environnement, a des genes modulateurs, ou des effets stochastiques ? Identifier les causes de la
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variabilité phénotypique permettrait, |a aussi, de préciser la prise en charge des patients et de leurs
familles. Il sera probablement encore long et difficile de répondre intégralement a ces questions,
mais la premiére étape consistera a constituer et a suivre de grandes cohortes de patients porteurs
de mutations dans un méme géne. Compte tenu de I'implication faible (en dehors de SOX2 et PTCH1)
de chaque gene dans ces pathologies rares, ceci n’est envisageable qu’au travers de collaborations
nationales et internationales. Cet aspect collaboratif a également été au coceur de mon projet que ce
soit dans I'optique de recruter les patients AM au travers toute la France et souvent en dehors de
nos frontieres, dans 'optique de valider des résultats obtenus par notre équipe de recherche, ou
dans I'optique de participer a I'identification de nouveaux génes d’AM. Les projets présentés dans les
perspectives refletent bien cet état d’esprit, et ils ont tous été défini dans le cadre de projets
collaboratifs avec des équipes nationales ou internationales. Cet échange de compétence me semble
essentiel pour avancer dans les connaissances dans le cadre des maladies rares en général et des AM

en particulier.
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The finding that PTCH1 mutations are found in numerous patients paves the way to new hypotheses

concerning the pathophysiology of all ocular developmental defects. This information is important to

following up patients and providing them with genetic counselling.
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RESUME

Les anophtalmies et microphtalmies (AM) sont les plus sévéres malformations de I'ceil. Nous avons
étudié la fréequence des mutations des principaux génes d’AM dans une grande cohorte de 150
patients et défini la variabilité phénotypique associée a ces mutations. Bien que l'origine génétique
soit prépondérante, une anomalie moléculaire causale ne peut étre identifiée que chez environ 25 %

des patients.

Pour identifier de nouveaux génes responsables d’AM, différentes approches ont été utilisées: génes
candidats, CGH-array, analyse du transcriptome, ChIP, et séquencage haut débit. Nous avons ainsi
pu identifier un nouveau géne majeur du développement oculaire, PTCH1, et participer a

l'identification d’autres génes d’AM isolées ou syndromiques.

L'implication du géne PTCH1 introduit de nouvelles hypothéses physiopathologiques pour 'ensemble
des malformations oculaires congénitales. Ces données sont importantes pour la prise en charge des

patients et de leurs familles.
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