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Résumé

L’'objet de ce travail de these a été d'étudier daaique des épilepsies au travers de la
caractérisation de nouveaux variants génétiques anconvulsions fébriles (CF) et syndromes
associés. Pour cela, deux stratégies ont étééetilisles études d’'associations pour les syndromes
épileptiques avec une hérédité complexe et uneeétiedliaison génétique pour une épilepsie
familiale a hérédité mendélienne. Les études d@assons — méthode de choix pour étudier la
génétique des épilepsies communes, telles queHest &s épilepsies du lobe temporal (ELT) —
ont été réalisées dans trois populations caucassennne cohorte de patients avec ELT avec ou
sans antécédents de CF, une cohorte de patientsCivest une cohorte d’individus contrdle.
L’étude de liaison génétique a été réalisée dardamille consanguine d’origine marocaine avec
un mode de transmission de la maladie de type niendd.e spectre phénotypique de cette
famille est de typeépilepsie généralisée avec convulsions fébriless, pautrement appelé
syndrome GEFS

Dans un premier temps, pour les épilepsies commam#sedité complexe, des études de
réplication ont été réalisées dans la cohorte diemia ELT, afin de confirmer la contribution
génétique de genes candidats aux ELT déja pubG&BA(B[1]), Apo E IL-1a, IL-1RA IL-15 et
PDYN Les résultats ont montré des associations né&gapourGABA(B[1]), PDYN et IL-15;
une réplication pouApo Eet enfin de nouvelles associations significatipesrIL-1a etIL-1RA
Dans un deuxieme temps, en collaboration avec D8zBpetowski (INSERM, Marseille, France),
nous avons testé des genes retrouvés sur- et sprsiés dans des morceaux de cortex
entorhinal de patients souffrant d’ELT (Jamali et2906) :C3, CD74, NPY1R et HTR2A Des
associations non-significatives ont été trouvéas pes gene€£D74 et HTR2A Une association
significative a été mise en évidence entre un gpogpe de patients ELT avec antécédents de CF
et un haplotype particulier du ge@8. Parce que le phénotype particulier ELT présema#
antécédents de CF, alors une seconde étude caswémeéte réalisée dans la cohorte de patients
avec CF. Il a été montré une association positivex ain haplotype particulier. De plus, une
association significative a été trouvée pour un $eificulier eNPY1R

L'étude de liaison génétique pour une épilepsieilfalm a hérédité mendélienne a été
réalisée dans la famille GEESitée ci-dessus, consanguine et transmissiorsaniale récessive

de la maladie. Sur la base de I'hypothese que lemisatteints devraient posséder une région
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homozygote et identique par descendance liée aaladme, une cartographie d’exclusion a été
réalisée afin d’exclure les loci GEF8t FEB rapportés par la littérature, ainsi quegkses qui y
sont lies —SCN1B SCN1A GABRG2 MASSlet IMPA2 — en utilisant des microsatellites
intragéniques ou flanquant la région candidate.sTaas loci ont été exclus. La seconde étape a
été de réalisée une étude pangénomique grace aes PUADNAffymetrixde typeGeneChify
Human Mapping 250K NspAvec les résultats du génotypage des individusad@amille, une
analyse paramétrique avec un modeéle récessif aéatisée par le programmderlin. Deux
régions candidates ont été révelées: une sur lemdsome 8qgl2-13 et une autre sur le
chromosome 21g22. En reconstruisant les haplotgpse aMerlin et en les visualisant avec le
programmeAutoSNPa qui reconnait les régions identiques par descwejda région sur le
chromosome 21922 a été exclue et la région suhdentosome 8g12-13 a été confirmée. En
parallele, nous avons testé la variation du nonuarecopies d’ADN grace aux pucégilent
244K. Cette analyse n’a montré aucun changemamttstel au niveau du génome entier, mais
aussi au niveau de la région candidate de 9 Miesthromosome 8q12-13, qui contient 38 genes
et génes présumés, mais aucun gene codant pouanah ionique. Tous ces genes ont été
séquenceés et deux mutation faux-sens, potentiatiepshogéniques, ont été trouvées dans deux
genes différents C8orf45 (Tyr40Cys) etCPAG6 (Ala270Val). Ces deux mutations n’ont pas été
retrouvées dans les cohortes de patients CF eblasdles. Mais un méme individu, issu d’'une
cohorte de contrbles maghreébins, a été retrouvé&dmtgote pour les deux mutations, suggérant
ainsi qu’elles seraient peut-étre en déséquililergaison.

En conclusion, nous avons mis en évidence I'exggediun nouveau locus ainsi que
I'identification de deux nouveaux génes candidatemtiellement lié aux GEFSDe plus, nous
avons mis en évidence des genes de susceptilsiitcigés aux épilepsies communes que sont les
ELT et les CF.
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1 La génétique des épilepsies

1.1 Généralités

L’épilepsie est une affection neurologique univiesgparmi les plus anciennes de
I'humanité. Le termeépilepsiedésigne une maladie chronique d’origine cérélyalese manifeste
par la répétition de crises (Badly-Moulinier 1993glon les chiffres de I'Organisation Mondiale
de la Santé (OMS), pres de 50 millions de persosoesirent d’épilepsie a travers le monde
(OMS 2001). Ce désordre neurologique ne posseftentiere ethnique, géographique, ou encore
sociale. De plus, il touche aussi bien les homnuesles femmes de tous ages.

Pendant des siécles, I'épilepsie fut entourée detérgs et de mythes. Ainsi, les
épileptiques étaient mis au ban de la société pauies suscitaient la crainte, la suspicion et
'incompréhension. Les premiers concepts fondanuenteoncernant I'épilepsie auraient été
rapportés par la médecine de I'Inde antique erBif®4t 1500 avant Jésus-Christ. Cette maladie
aurait été évoguée dans Ghakara Samhitale plus ancien texte de cette médecine indienne
antique, sous la dénomination de « apasmara »pmrt& de conscience ». Le British Muséum
possede une tablette babylonienne, datant d’aus900 ans avant J.-C., qui décrit I'épilepsie

de facon détaillée.

Figure 1 Tablette babylonienne décrivant I'épilepsie
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Il 'y est relaté différents types de crises actogdlet reconnus. Malgré une bonne
description de la maladie, les Babyloniens voyaient elle un caractére surnaturel. Par
conséquent, le remede devait relever du domaimgugpi Cette conception préfigurait celle des
Grecs, au Y™ siécle avant J.-C., qui la surnommaient «la maladicrée». Par ailleurs, le mot
grecepilépsisou epilépsiasignifie « action de saisir, de mettre la maincuelque chose, attaque,
interception, arrét soudain ». Il tire son origothe grec ancien grmAappavelv » (epilambanein)
qui signifie « criser ou attaquer ». Dans son oger@e la Maladie sacrée Hippocrate la voyait
déja comme un déreglement cérébral a caracteralitadré. 1| recommandait des traitements
physiques en indiquant que lorsque la maladie devehronique, elle était incurable. Voici ce
qu’il écrivait a ce sujet : « Certaines personrregeat qu’il s’agit d’'une intervention divine. C'es
faux. Il s’agit d’'une maladie naturelle dont onammprend pas encore la cause ».

Plus tard, la Bible relata des cas d’épilepsieséthient souvent associés a I'intervention
d’'une force surnaturelle, généralement diaboligoeme en témoigne le récit du Christ chassant
le démon d’'un jeune homme épileptique dans I'EVandg Saint Marc (Marc, 9 :14-19). Pendant
2000 ans, des conceptions surnaturelles prévajuretamment pendant le Moyen Age. Durant
cette période, les manifestations épileptiquesii@smt la crainte, la méfiance et la superstition,
ce qui engendra une incompréhension et une stigati@in sociale démesurée des épileptiques.
Par conséquent, cela contribua & limiter la cosaaise scientifique de cette maladie. Au XV
siecle, Ambroise Paré a été, semble-t-il, le pre@iemployer le mot « épilepsie ».

Ce n'est véritablement qu’aux XVET® et XIX*™®siécles que ce mal a commencé & étre
percu comme un déreglement cérébral. Cette nougeheeption de la maladie a été permise
grace a I'’émergence de la neurologie en tant queealle discipline distincte de la psychiatrie.
Les origines de la conception moderne de I'épiepsimontent au XIX™ siécle avec les
observations cliniques, anatomiques et physiolagqdu neurologue Hughlings Jackson. En
1873, il a émis I'hypothése que les crises d’égilep étaient provoquées par des décharges
électrochimiques brutales d’énergie dans le cerwaque le caractere des crises était lié a
I'emplacement et a la fonction du site des déctsa(Berkovic and Scheffer 2001). Jackson, fut le
premier a donner une classification anatomo-cliaiges phénomenes épileptique. D’ailleurs, il
énoncait ceci a propos de la pathologique de e @pileptique : « Convulsion is but a symptom
and implies only that there is an occasional armkgsive and disorderly discharge of nerve tissue
on muscles. » (Jallon 2002).

Cest en 1920, en Allemagne, que le psychiatre HaBsrger inventa
I'électroencéphalogramme (EEG) qui est utilisé deples années trente pour l'étude de

I'épilepsie. Ce moyen technique a permis de cordirhinypothese de Jackson et ainsi de localiser
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les sites de décharges épileptiques provoquamtiEss. L'EEG a aussi permis de développer des
possibilités de traitements neurochirurgicaux @uitsievenus beaucoup plus courant a partir des
années cinquante. De plus, c’est au”R6iécle que les premiers réels espoirs thérapeastisont
apparus grace a l'utilisation des bromures, pusshigbituriques chez des patients épileptiques.
Malgré tout cela, trés souvent, les épileptiquesterg confrontés aux vieilles croyances
surnaturelles, au rejet social et a la discrimorati Encore aujourd’hui, dans les pays
industrialisés, les crises d’épilepsie demeurensuwjet tabou. Pourtant, selon une étude récente,
I'épilepsie affecte plus de 0,5% de la populatioondiale (Kaneko et al. 2002). D’aprés les
chiffres de 'OMS, jusqu'a 5% de la population maaie est susceptible de présenter une crise
unique a un moment donné de sa vie, soit pres dmillidns de personnes. La prévalence de
I'épilepsie, définie comme étant la récurrence diains deux crises épileptiques, est de 0.5-1%
de la population mondiale. L'incidence annuellefrespondant a I'évaluation du nombre de
nouveaux cas d’'une maladie survenant dans une gtaputdonnée par année, est de 50 nouveaux
cas pour 100’000 dans les pays industrialisés,jganee dans les pays en voie de développement,
ce chiffre est plus important : 100 a 190 nouveeag pour 100’000 (Sander 2003). Toujours
selon des chiffres de I'OMS, jusqu'a 70% des ersfagt des adultes qui viennent d'étre
diagnostiqués épileptiques, peuvent étre traités succes grace aux antiépileptiques. Pourtant,
pour des raisons économiques et sociales, troispéijgiues sur quatre dans le monde ne sont pas
du tout traités et la plupart vivent dans des maysoie de développement. En Suisse, a I'heure
actuelle, environ 70'000 personnes souffrent dé@gie (EPI 2008) (Centre suisse de I'épilepsie).
Ces derniéres années, la recherche, aussi bieiveaurfondamental que clinique, a fait
des avancées remarquables. En recherche fondameotatains types particuliers de crises
d’épilepsie ont réussi a étre reliés a des dysiomeements précis des jonctions neuronales au
niveau ceérébral. Cela a conduit les neuropharmguoel® a rechercher ou a synthétiser des
substances qui interferent de facon sélective aesc désordres cérébraux. Par la suite, de
nouveaux antiépileptiques, capables de traitetyjes particuliers de crises, ont été mis au point.
A T'heure actuelle, les neurologues possédent degens techniques tels que l'imagerie par
résonance magnétique (IRM) et 'EEG. La premiémenge de visualiser la plupart des anomalies
structurelles du cerveau responsables des criskeptéues. De ce fait, le diagnostic est plus
précis et le traitement mieux adapté. Certainseptti présentent une épilepsie pharmaco-
résistante. Dans ce genre de cas, ils peuventréités de fagon chirurgicale. Mais parfois, aucun
traitement n’est efficace. Ainsi, il est importamie la recherche épileptologique continue de
progresser. Cela permettra de faire la lumieredlsutouveaux mécanismes fondamentaux causant

la maladie. De ce fait, la compréhension des prsesellulaires et cérébraux des différents types
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de crises et syndromes épileptiques devrait alomsldre a de nouvelles approches en matiere de

prévention, de traitement et de guérison.

1.2 La classification des crises épileptiques

Une crise d’épilepsie se présente sous forme dedfestations paroxystiques motrices,
sensitives, sensorielles ou psychiques avec untdgébune fin brutale. Cette crise peut étre
associée a une perte de connaissance. La crisexgsession clinique d’'une décharge excessive
hyper-synchrone de neurones du cortex cérébrate @eanifestation clinique va dépendre de
I'origine topographique puis de la propagation désharges neuronales au sein des structures
cérébrales. La crise, en tant que telle, est Eupéthologique de I'épilepsie, car cette maladig es
par définition, la répétition chez un méme patiacrises épileptiques spontanées.

L’EEG permet de déterminer si une crise est deraatpileptique ou non. Les potentiels
EEG représentent les courants extracellulaires ehsemble de neurones. Mais toutes les cellules
ne contribuent pas de la méme maniére a ce siljmaflete principalement I'activité de surface
des neurones corticaux proches des électrodes.@ 'B& surface montre des motifs typiques
d’activité pouvant étre corrélés a des processugsippathologiques, telles que des crises
épileptique. Il est aussi possible de voir deges épileptiques intercritiqugsésents entre les
crises, qui sont composés de décharges breves otordplexes paroxystiques de pointes,
polypointes, pointes-ondes et polypointes-ondesjo@alisation bilatérale, synchrones ou
asynchrones. Ces phénoménes sont les témoins isilgnde la maladie chez un patient
épileptique. Cependant, environ 1% de la populapoésente des anomalies électriques qui
peuvent étre découvertes de maniéere fortuite léegathens EEG effectués pour une raison
différente. Elles ne signifient pas que le patiesit épileptique, car il n'y a pas d'épilepsie sans
crise clinique. Il existe différentes figures paystiques sans signification épileptique, telles que
les décharges rythmiques temporales moyennes eatélgdsarges rythmiques infra-cliniques de
l'adulte. Chez les enfants, lEEG peut présenter bleufféees d’ondes lentes et survoltées a
I'endormissement et des décharges de polypointdesoau cours du stade du sommeil lent Iéger.
Mais ces deux épisodes paroxystiques non-épileggiqunt un caractere physiologique chez
I'enfant. Dans le cas d’enquétes génétiques surfatetes familiales d’épilepsies, les anomalies

EEG épileptiformes ont une grande valeur pour dgabstic clinique.
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Selon la classification de la Ligue Internation@lentre I'Epilepsie, il existe deux types de
crises : lesrises généraliséest les crises partiellesCette classification repose essentiellement

sur la sémiologie des crises (198Laljle ).

Table 1 Classification internationale des crises épilepti](1981)

1. Crises partielles (focales)

1.1. Crises partielles simples (sans altération de tescience)
1.1.1. avec des signes moteurs
1.1.2. avec des signes somato-sensitifs ou sensoriels
1.1.3. avec des signes végétatifs
1.1.4. avec des signes psychiques

1.2. Crises partielles complexes (avec altération dmiescience)
1.2.1. crise partielle simple suivie de troubles de lasoience
1.2.2. altération de la conscience dés le début de la cris

1.3. Crises partielles complexes secondairement géséeali(tonico-clonique, tonique, clonique)
1.3.1. crise partielle simple, secondairement généralisée
1.3.2. crise partielle complexe secondairement généralisée

1.3.3. crise partielle simple évoluant vers une criseipigtcomplexe secondairement généralisée

2. Crises généralisées

2.1. Crises absences
2.1.1. absences typiques
2.1.2. absences atypiques

2.2. Crises myocloniques

2.3. Crises cloniques

2.4. Crises toniques

2.5. Crises tonico-cloniques

2.6. Crises atoniques

1.2.1 Les crises généralisées

Les crises généralisées sont le résultat de déshapileptigues se produisant dans les
deux hémisphéres du cortex cérébral. A I'EEG, Iénpméne se traduit par des anomalies
paroxystiques bilatérales, synchrones et symésigue cortex cérébral, le thalamus, la formation
réticulée du tronc cérébral, ainsi que les circngaronaux reliant ces différentes structures, sont
impliqués dans les crises généralisées. Mais heetgénéraliséne signifie pas que la totalité des
structures cérébrales soient incriminées. Par ebegi@pcervelet ne participe pas a cet événement.
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Figure 2 Coupe sagittale de cerveau
Cortes dorsal Cortex
latéral moteur

Corps calleux Thalamus

Cortex sensitif,

auditif, etc.

Fornix

Aire de Broca

Bulbe
olfactif

Cortex (
préfrontal !

Hypothalamus

Cortex visuel

Hippocampe

Chiasma

optigque Pons

Cervelet
Hypophyse

A

L’expression clinigue commune a tous les types riges généralisées est la perte de
conscience. Pour distinguer ces différents typesstiimportant d’y associer la symptomatologie

du patient qui se traduit par des manifestationsioes et végétatives.
1.2.2 Les crises partielles

Les crises partiellegpossédent toutes un point commun : l'apparition dédeharges
épileptiques dans une partie limitée du cortex l@té L'origine de ces décharges est
frequemment lié a une population de neurones indass une zone corticale plus ou moins
grande appeléeone épileptogend’ourtant, de temps en temps, les crises débateséin d’'un
foyer épileptique correspondant a une populatianmarele spatialement limitée et immuable.

Selon la classification internationale, il existeig types principaux de crises partielles :
les crises partielles simples, partielles complext¢spartielles complexes secondairement

généraliséeslable ).
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Les crises partielles simplepossedent une caractéristique fondamentale : efales
d’altération de la conscience pendant le déroul¢merta crise.

Une crise d’épilepsie avec altération, méme pétiede la conscience est urese
partielle complexe Cette perte de contact avec le monde extérieut fge progressive ou

compléte d’emblée.

Figure 3 Chemins empruntés par la propagation de crisé®lbes (Kandel 2000)

A Partial seizurs
1 Spread

Le dernier type de crises partielles egtriae partielle secondairement généralisBée se
manifeste par une propagation de I'activité épitpm qui au début présente la symptomatologie
de la crise partielle simple ou complexe. Puispatient perd totalement connaissance et des

symptémes bilatéraux sont visibles ; ils sont Be$a diffusion des décharges a I'hémisphere

controlatéral.

Figure 4 Chemins empruntés par la propagation de criselbestsecondairement

généralisées (Kandel 2000)

2 Secundary generalization

Sseizure
focus

La grande diversité des crises partielles est dliexétence ou non d’'une propagation.

Les frontiéres entre chaque type de crises ne astoujours évidentes. Par conséquent, il est
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difficile de savoir de quel type de crises il stagi’est pourquoi, I'analyse des symptomes en
début de crise, c’est-a-dire lors de I'état condcidu patient, a une grande valeur pour le

diagnostic et elle permet de détermine la natura dese.

1.3 La physiopathologie des crises épileptiques

Les crises partielles ont été beaucoup plus étsidjae les crises généralisées du point de

vue de la physiopathologie.
1.3.1 Le fonctionnement neuronal normal

L’état fonctionnel normal d’'un neurone est régi paréquilibre électrolytique de part et
d’autre de la membrane cellulaire. La compositiomique des liquides intracellulaires et
extracellulaires est différente. Le liquide intrhdaire se caractérise par une concentration élevé
en ions potassium (i et faible en ions sodium (K)a calcium (C&") et chlorure (C)). Cette
composition ionique est maintenue grace a des ipestédnembranaires transporteuses d’'ions a
travers la membrane, telle que la pompe a sodiuikNaATPase. Cette derniére est capable
d’expulser les ions Nade la cellule et de capter, dans le milieu exthalegre, les ions K en
échange. La composition du liquide extracellulase!'inverse de celle du liquide intracellulaire.
Par conséquent, I'ensemble de ces mécanismesnentraé asymétrie de distribution de charges
autour de la cellule neuronale et provoquepotentiel de repogstimé a —70 mV. Ce potentiel
membranaire ne varie pas si rien ne vient pertuiéeuilibre. Mais ce dernier peut étre modifié
par une variation de concentration ionique extialzie, par des stimulations mécaniques,
chimiques ou électriques, mais aussi par des tatidgade la membrane ou des éléments qui la
composent. Ces altérations peuvent étre d’origémtique ou acquise.

L’activitée électrique neuronale se traduit par uasgage d’ions a travers la membrane
plasmique de la cellule. Ceci permet une variatianpotentiel de membrane. La réduction du
potentiel membranaire se nommed@polarisation Ce phénomene peut étre a l'origine d’un
potentiel d’action(PA) excitateur, qui est la voie royale pour laoounication inter-neuronale. A
l'inverse, une augmentation du potentiel de mendrappelée auskyperpolarisationa un effet
inhibiteur. La modification du potentiel de membeare fait grace a des canaux ioniques,
protéines transmembranaires insérées dans la cdilghidique de la membrane plasmique. I
existe plusieurs sortes de canaux : des canauxépéles au Naau K', au C&", au CI. Certains

d’entre eux sont voltage-dépendants. Cela sigrmjfie leur fonctionnement va dépendre du
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voltage transmembranaire. Selon la valeur de ceiafeiils auront une conformation fermée ou
ouverte. Sous linfluence d'un potentiel d’actioles canaux sodiques voltage-dépendants
s’ouvrent pour laisser entrer du Naans le neurone, selon un signal fonctionnantesprincipe

du tout ou rien Par la suite, les canaux potassiques voltagend@pés s’ouvrent pour laisser
sortir le K'. Le PA ainsi généré va étre transmis aux strustnesironales avoisinantes.

La communication inter-neuronale se fait au moyersythapsesiont le fonctionnement
est intimement lié & des neurotransmetteurs. Cesedg sont des molécules qui transmettent le
signal d’'un neurone a un autre. Les plus répandus l&cétylcholine (Ach), I'acide/-amino-
butyrique (GABA), I'acide glutamique, la noradrénal la glycine, la dopamine et la sérotonine.
Ces neurotransmetteurs sont stockés dans des leésiel la structure présynaptique. lls sont
libérés dans la fente synaptique par des mécanismesdépendance d’ions“Ca.orsqu’un PA
atteint le bouton synaptique, les canaux calcigues activés, ce qui permet I'entrée d’iongCa
dans la cellule. Cette variation intracellulaire iens C&" cause la fusion des vésicules du
neurotransmetteur avec la membrane présynaptiquaeurotransmetteur est alors libéré dans la
fente synaptique. Il va pouvoir agir sur la membrgostsynaptique du neurone suivant si ce
dernier possede des récepteurs spécifiqgues autremgimetteur libéré. Ces récepteurs sont des
protéines transmembranaires sur lesquelles cema@micaments peuvent agir pour orienter une
réponse désirée. Il existe deux types de potenpiesdsynaptiques qui fonctionnent avec des
neurotransmetteurs spécifiques. Le premier typeémolariser la membrane postsynaptique, ce
qui va engendrer un PA dans la cellule postsynaetigCe dernier est appef@otentiel
postsynaptique excitate(iPPSE). A I'opposé, il existe yotentiel postsynaptique inhibiteugui
amene la cellule postsynaptique a un état d’hypargation, ce qui la rend moins excitable.
Grace a ces deux types de potentiels, la transmisgnaptique va étre modulée par des systémes
de neurotransmission de type inhibiteur ou exaitate

Le GABA est un neurotransmetteur inhibiteur quitagssentiellement au niveau
postsynaptique. Cet acide aminé se lient a deugstyje récepteurs : le récepteur GABA(A)
(récepteur ionotropique — canal Clet le récepteur GABA(B) (récepteur métabotropjque
L’action inhibitrice du GABA agit au niveau des efteurs GABA(A) qui permet une
augmentation de la perméabilité aux ions & provoque une hyperpolarisation du neurone.
Lorsque le GABA se lie aux récepteurs GABA(B) prégytiques, cela permet un blocage de
I'entrée du C&', grace a l'inhibition des canaux €aAinsi, il y a diminution de I'exocytose des
vésicules synaptiques et par conséquent moindéeation de neurotransmetteurs. Dans ce cas, le
GABA s’oppose a la dépolarisation du neurone emperaussi I'ouverture des canaux Hui

provoque une hyperpolarisation. Ces deux typesedepteurs spécifiques au GABA possedent
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des sites allostériques pour les benzodiazépinkes déarbituriques. Ainsi ces substances peuvent
moduler leur activité. A l'opposé, il existe desimdransmetteurs excitateurs, tel que le glutamate.
Il agit par l'intermédiaire de différents récepteuNMDA, AMPA/kainate et métabotropiques.
Dans le systéme nerveux, les neurones s'orgaresepteaux lls possedent une activité
électrique autonome, ce qui produit des circuitsllasits. Ces derniers vont étre caractérisés par
un niveau d'équilibre entre phénomenes excitateuighibiteurs. Les signaux émanant de ces
réseaux dépendent des propriétés intrinséquesedgenes qui les constituent, des connections
synaptiques et des afférences sensorielles extddnetel réseau est capable de changer d'état par
une modification plus ou moins brutale du seuikcitation en rapport avec une altération des
processus excitateurs ou inhibiteurs. Donc, laonotiefoyer épileptiquepeut étre associée a un
réseau particulier de neurones ou l|'état osciatdevient chaotique. Plusieurs facteurs peuvent
intervenir pour déplacer le seuil d'excitabilité rdgeau neuronal. Par exemple, la perméabilité de
la membrane cellulaire aux ions idépend de la contribution des canauxvdltage-dépendants
activés par la dépolarisation du potentiel d'actiodique. Les ions 4 quant & eux ont un role
majeur dans la régulation de [I'excitabilité celida car la variation de leur concentration
provoque la libération des neurotransmetteurs danstructure présynaptique. Donc, une
diminution des conductances membranaires dueK une augmentation de celles au*‘Ca
contribuent a la diminution du seuil d'excitabilité réseau. De plus, une accumulation d'iohs K
dans le milieu extracellulaire favorise aussi lanidution du seuil d'excitabilité. Celui-ci fait
obligatoirement intervenir les actions spécifiqgdes neurotransmetteurs, ce qui signifie que soit
l'activité du systéme glutamatergigue est augmerseie le systéeme GABA devient déficient.

Ainsi, il y a mise en évidence de la fragilité déseaux neuronaux.
1.3.2 Le phénomene épileptique

(a) La décharge épileptique- La naissance d'une crise, sa propagation (plus o
moins rapide et plus ou moins étendue aux strustaveisinantes), et son épuisement progressif
peuvent étre étudiés au niveau physiologique ehimaique. L'hypothése la plus probable pour ce
type de phénoméne est une altération des couraetebranaires et un déséquilibre des
mécanismes d'excitation et d'inhibition. Cela dntaune hyperexcitabilité et une hyper-
synchronisation dans un réseau neuronal bien déterri est important de préciser que les
mécanismes de survenue d'une crise n'ont pu éudiest que sur des modéles animaux
reproduisant des situations chroniques ou aigu@stitité épileptique est caractérisée par une

décharge paroxystique et synchrone au sein d'up@laimn neuronale. L'expression EEG de cet
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état d'hyperexcitabilité est urminte Celle-ci est accompagnée d’udépolarisation massive
paroxystiqugParoxysmal Depolarisation Shifiu PDS qui elle-méme est la cause de la survenue
a haute fréquence de décharges de potentielsotiamtitrain de potentiels d’actionAprés le
PDS, il s'ensuit une large séquence d'hyperpotemsgouis survient une autre décharge
paroxystique plus breve que la précédente (postaige) qui annonce cliniquement le début de
la crise et est visible sur 'EEG. Au niveau neatpil y a une sommation prolongée de plusieurs
accidents de dépolarisation de plus en plus brgfsant synchrones au déroulement de la crise.
Puis, une hyperpolarisation a lieu dans les diffia® cellules du foyer, mais aussi dans les
régions en contact avec lui. Ceci explique en @dsilimitation de la décharge dans le temps et
l'espace. Le foyer épileptique serait organisé reis tparties : les neurones hyperexcitables,
engendrant d'importants PDS, seraient au centfeydr ; puis il y aurait la zone intermédiaire
entourée par la périphérie organisée en une zoneentrique de cellules hyperpolarisées non
excitables, limitant ainsi la décharge dans l'espac

(b) La propagation de la décharge épileptiqueSi le PDS constitue la condition
essentielle a I'épileptogenése, le passage d'tipréitique vers une crise dépend d'un processus
de synchronisation. Quand une masse de neuronssgjrad’'un foyer épileptique, se dépolarise a
haute fréquence, cela donne naissance a des muféépotentiels d'action. Cette activité peut
recruter des cellules normales d'une maniere sgnehrce qui entraine une propagation de
I'activité épileptique a travers le systéme nerveentral (SNC). Cette propagation va dépendre de
la localisation du foyer épileptogéne, des voiespdapagation empruntées, mais aussi de la
rapidité de la décharge. A I'heure actuelle, lesnagssances sur les mécanismes de
synchronisation au niveau de la région neuronaig¢ sacore fragmentaires, mais la perte du
contrdle inhibiteur synaptique interviendrait loette synchronisation de l'activité épileptique.

(c) L'arrét de la décharge épileptique Les études a ce sujet sont encore peu
nombreuses. Par conséquent, le mécanisme de Hasétrises reste mal connu. Les facteurs qui
limitent I'extension et stoppent a un moment ounaautre le processus épileptogéne seraient liés
aux mécanismes inhibiteurs. Lorsque ces mécanisembent en action, les métabolites
intracellulaires secondaires s'accumuleraientli¢aagtrocytaire recapterait le" extracellulaire et
les neurotransmetteurs inhibiteurs interviendraiklgtctivation de certaines structures cérébrales
a effet inhibiteur diffus, tels que la substancé&ren@t le cervelet, paraissent intervenir dans la
propagation des crises partielles, le contrdleede §iénéralisation, ainsi que sur leur interruption
Lors d’'une crise, un métabolisme anaérobie secom@sit observé au niveau cellulaire. Il cause
un déficit en apport d'oxygene. Il est a l'origtiene acidose intracellulaire. Cette diminution de

I'activité métabolique entraine avec elle une dition de l'activité ATPasique, ce qui va créer
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une activation des courants potassiques et paggaest une hyperpolarisation inhibitrice. L'arrét

spontané et brutal de l'activité critique partiele généralisée suggere la mise en jeu de
substances anti-convulsivantes endogenes. Parniésceui ont été étudiées, l'adénosine,

neuromodulateur ubiquitaire, serait impliquée ddasrét spontané des crises. La période

réfractaire postcritique est associée a des matiifics de concentrations cérébrales de différentes
substances endogenes.

1.3.3 Facteurs de I'épileptogenese primaire

Les bases fondamentales de I'épileptogenese sypeiexcitabilitéet I'hypersynchronie
d'une population neuronale. L’hypersynchronie cgpmnd a la tendance d’'une population
neuronale organisée ou non en réseau, a étre ace/éacon synchrone. L’hyperexcitabilité est
liée a la tendance d’'un neurone a répondre a ung@ib8es bouffées de potentiels d’actions. Pour
comprendre I'apparition d'un PDS, il est bon depepr que le Najoue un role important dans la
genése de la dépolarisation rapide du potentietidia Le N& est sous la dépendance de canaux
voltage-dépendants, dont la structure biochimiqus lien connue. La phénytoine, un
anticonvulsivant, agirait en bloquant les canautiqaees. En quittant la cellule, le"Kénére un
courant sortant, ce qui entraine une hyperpolarisate la membrane. Ce courant agirait donc en
limitant I'excitabilité cellulaire. Donc, il pouriareprésenter le candidat idéal dans les processus
cellulaires qui limitent la décharge dans le terapgespace. Le role du &aest plus complexe,
car son entrée dans la cellule a au moins deuxseffaire varier le voltage et jouer le réle de
messager secondaire dans les processus intrarebulan résumé, le PDS, ainsi que les bouffées
de potentiels d’'action, sont liés & un afflux d&’Gat de NA & l'intérieur du neurone. L'onde
lente, considérée comme un phénomeéne inhibitepratecteur, résulte de I'addition des courants
ioniques repolarisants par sortie deef entrée d’ions Cl

Les facteurs neurobiologiques de I'épileptogenésmgire peuvent étre classés en trois
catégories : membranaire, synaptique, environneateent

(a) Facteurs membranaires Cette catégorie est essentiellement constitedadaux
ioniques voltage-dépendants, dont la distributibfaeconstitution peuvent étre soumises a des
variations physiologiques et pathologiques. La masejeu de ces canaux est a l'origine des
mouvements ioniques transmembranaires et des msertectriques. L'implication de ces
canaux dans I'épileptogenese primaire a été dedmmar la découverte de mutations de genes
codant pour des sous-unités structurelles de canaokjues dans plusieurs syndromes

d’épilepsies idiopathiques. Il s’agit de génes cwdsour des sous-unités de canauxviltage-
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dépendants pour le syndrome de convulsions néesafamiliales bénignes. Ces génes sont co-
exprimés dans de nombreuses régions du cerveas gtdtations en cause altérent la réponse et
I'influx de stimulation. Des mutations concernagd génes codants pour les sous-unités3 de
canaux N& voltage-dépendants ont également été mises erenbéddans des épilepsies
généralisées idiopathiques avec convulsions fé&brile concept de canalopathie, a I'origine de
plusieurs pathologies cardiaques et neurologiqueais cgncernent les épilepsies mono ou
polygéniques, parait devoir étre appliqué a ungelarariété d'épilepsies. Des mutations ont
eégalement été déecouvertes dans des genes codamtslgssous-unités structurelles de canaux
ligand-dépendants. Dans le cas de I'épilepsie &tentamiliale nocturne, forme d’épilepsie
partielle idiopathique, les genes en cause connees sous-unités du récepteur nicotinique de
I'acétylcholine. Ces derniers s’expriment dans ésues couches du cortex frontal. Dans le cas
des épilepsies généralisées idiopathiques de tppenae, des études mettent I'accent sur le
dysfonctionnement de canaux “a dont dépend la régulation du systéme oscillant
corticothalamique.
(b) Facteurs synaptiques- L’'activité épileptigue peut étre déterminée par

déséquilibre entre les systémes inhibiteurs GABl®Eystemes excitateurs glutamatergiques.

= Le systeme GABAergigueUne réduction de ce systéme conduit a un état
d’hyperexcitabilité par désinhibition. Cet événemperut se produire a cause d’'une altération
fonctionnelle au niveau d'un des éléments de laotmnsmission GABAergique, tels que la
synthese, la libération, le récepteur postsynaptigBABA(A), les récepteurs pré- ou
postsynaptiques GABA(B), le transporteur ou entarecapture du GABA. L'altération peut étre
aussi de nature structurelle. Dans ce cas, elldié@sta la perte ou la lésion d’'interneurones
GABA. Les arguments en faveur de I'hypothése GARfare de I'épilepsie sont principalement
pharmacologiques. Comme vu précédemment, les baduies et les benzodiazépines sont des
agonistes des sites allostériques du récepteur GABAar conseéquent, ces deux familles de
substances sont des anticonvulsivants. A l'invdese antagonistes au récepteur GABA(A) ainsi
gue les bloqueurs du canal chlore sont des cowauis. Mais, les arguments neurobiologiques
les plus pertinents concernent la conformation cttirelle des récepteurs GABA. Leurs
changements pathologiques de durée variable amanentysfonctionnement avec modification
de la sensibilité aux agents pharmacologiques,qudsles benzodiazépines. Le renforcement de
I'inhibition GABAergique doit également étre examidans le cas de I'épileptogenese primaire
lors d’hypersynchronisation. Ce phénomeéne est r@neadans I'épilepsie absence qui parait

résulter du renforcement des inhibitions indépetetadu circuit cortico-thalamo-cortical. Dans le
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cas d'épilepsie partielle, le développement deudiscaberrants GABAergiques pourrait étre a
I'origine d’hypersynchronie locale et d’épilepsicendairement généralisée.

= Le systeme glutamatergique Les événements épileptiques affectés par
l'influence d’un excés d’excitabilité liée a la metransmission glutamatergique sont appuyés par
des arguments neurobiologiques et pharmacologiddesiombreuses études expérimentales et
cliniques ont montré que la transmission glutangigele pouvait devenir excessive, en premier
lieu a cause d’une augmentation de la synthése kt libération du glutamate. Ce processus est a
'origine de la plasticité liée au développement &tl'apprentissage, qui provoquent la
potentialisation a long terme. Cette plasticitéeimient de concert avec d’autres phénomeénes
neurobiologigues dans la transformation de déckaigercritiques en décharges critiques. Par
ailleurs, il a aussi été demontré que I'amplifioatide la transmission glutamatergique serait a
I'origine de l'augmentation pathologigue du nomide récepteurs et/ou de modifications
structurelles des différents types de récepteurglatamate, récepteurs AMPA, kainate, NMDA
et métabotropiques.

= Le systeme de neuromodulatieBeaucoup de neurotransmetteurs, tels que
I'acétylcholine, les monoamines et divers neuroplegt peuvent intervenir directement ou par
I'intermédiaire d’'une modulation au niveau du cau@ABA/glutamate. Ces neurotransmetteurs
modifient I'excitabilité et la synchronisation desseaux neuronaux. Ainsi, I'intervention se fait
soit au niveau local, soit au niveau global de ilggggogenese. L'épilepsie frontale familiale
nocturne mentionnée précédemment est un bon exepgie montrer I'implication de la
neurotransmission cholinergique au travers degtéues nicotiniques.

(c) Les facteurs environnementaux L'environnement péri-neuronal est sous la
dépendance du liquide céphalo-rachidien (LCR) ahdysteme complexe vasculaire (barriere
hématoencéphalique) et glial (astrocyte, microglies interactions glio-neurales et I'association
activité neuronale/métabolisme énergétique/débitgsia cérébralconstituent les principaux
facteurs susceptibles d’'intervenir dans le déclemant, I'entretien et I'arrét d’une crise.

(d) Les facteurs de transition D’un état normal, en passant par un état préodf
vers un état critique.

= Transformation d’'une activation physiologique ertlt#rge intercritique—
L’apparition des décharges intercritiques est lét fde I'effet combiné de plusieurs facteurs
neurobiologiques, tels que, des excitations réotesea partir de boucles récurrentes ou de
désinhibition GABAergique ; I'activation de récepte glutamatergiques, en particulier NMDA ;
I'élévation anormale de la concentration extradaita de K et/ou de la concentration

intracellulaire en ions Ga
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= Passage de |'état précritique en état critiqeeLe déclenchement d’une
activité est sous la dépendance de facteurs dievermme par exemple, 'augmentation des
potentiels excitateurs postsynaptiques par un phéne de potentialisation a long terme ; la
réduction des potentiels inhibiteurs GABAergiquesstpynaptiques ; la diminution de
I'élimination du K extracellulaire & cause d'un dysfonctionnement deBules gliales ;
I'accumulation du CZ intracellulaire, par insuffisance des systémesptam (calmoduline,
calbindine) ; le dysfonctionnement des systemesedeomodulation ; la diminution des courants

potassiques sortant qui assurent en temps normgpddarisation membranaire.
1.3.4 L'épileptogenése secondaire

L’aggravation des événements épileptiques ou Isguesde crises occasionnelles a une
épilepsie chronique sont attribués aux conséquema@®biologiques a court et a long terme des
crises. La neurotoxicité glutamatergique semble Etfacteur prédominant dans I'épileptogenéese
secondaire.

(a) Les conséquences neurobiologiques a court termecdsss — Les crises de
longue durée ont pour conséquence immediate detsiod® en cascades déclenchées par la
libération de glutamate. L’activation des récemeWMDA entraine un influx calcique
intraneuronal. Cette entrée d'ions?Cast suivie par une activation de divers enzymésiura-
dépendants et d’une induction des genes précolesels voies conduisent a la mort neuronale.
La premiere est rapide et correspond a l'activati@s récepteurs NMDA/kainate qui ont la
capacité d'induire, par entrée excessive dé€, Nme lyse osmotique. Dans certains cas, une
réaction en cascade, comme celle liée a I'actimaties récepteurs NMDA, est précédée d'une
entrée de G4 dans les neurones a cause de récepteurs AMPAt&aigpourvus de sous-unités
GluR2. La libération du glutamate induit I'entrée 84" dans la cellule. Celui-ci agit au niveau
de '’ADN pour déclencher des processus apoptotidLieatrée de C& peut aussi conduire & la
mort neuronale par nécrose.

(b) Les conséquences neurobiologiques a moyen termies'agit essentiellement
d’'une réaction gliale avec activation astrocytateprolifération microgliale inflammatoire. Par
exemple, dans un foyer épileptogéne temporal, alégase hippocampique peut apparaitre. Elle
est le résultat d’'une perte neuronale associéeeagliose proliférative. L'activation gliale est
influencée par des mouvements ioniques, des matidits de la charge en ATP, une production

de cytokines liée a la mort neuronale. La réaagitade est associée a I'expression de facteurs qui
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induisent la transcription de genes codant poumbasotrophines et des molécules d’adhésion
potentiellement responsables de réarrangementshmiogiques a long terme.

(c) Les conséquences neurobiologiques a long terrmhes Iésions neuronales dues
aux crises épileptiques sont suivies de rearrangenmeorphologiques incluant une réorganisation
neuronale et une neurogenese dans certaines régioftwrales. La réorganisation neuronale est
faite de bourgeonnements avec développement dgmaases qui ont été mises en évidence chez
I’'homme dans les épilepsies temporales mésialesctéfres. Ces modifications morphologiques
créent des circuits aberrants générateurs d’hypeadxité et d’hypersynchronie. Le phénomene
de neurogenése est di aux crises d'épilepsie g@lerdghent une division de cellules souches en

cellules gliales et neurones.

1.4 La classification internationale des épilepsies aeles syndromes

épileptiques

Les premieres classifications des épilepsies rsaitait pas de distinctions entre les crises
et les syndromes épileptiques. Ainsi, les tergramnd malet petit malétaient largement répandus
chez les spécialistes de I'époque. Afin de remédlieette imprécision, Gastaut a proposé, en
1969, une classification des épilepsies basée mar aombinaison de données cliniques et
électroencéphalographiques (Gastaut 1969).

Actuellement, la classification des épilepsiesyetdsomes épileptiques (CIESHpte de
1989 et a été proposée par la Ligue internatiocaidre I'épilepsie (ou en angla@mmission on
classification and terminology of theternational League Against EpilepdyAE) (1989) (Table
2). Le termecryptogéniqueest apparu dans cette classification revisitéesellréfere a des

épilepsies présumées symptomatiques, mais quiésemtent aucun signe pour le confirmer.

Table 2 Classification Internationale des Epilepsies et$igsdromes Epileptiques (CIESE)
(1989)

1. Epilepsies et syndromes épileptiques focaux
1.1. Idiopathiques (liées a I'age de début)
Epilepsie bénigne de I'enfant & pointes centroteaps
Epilepsie bénigne de I'enfant a paroxysmes ocaigita
Epilepsie primaire de la lecture
1.2. Symptomatiques

Epilepsie partielle continue chronique et prognessie I'enfance (syndrome de Kojewnikow)
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Syndromes caractérisés par des crises avec des spéafiques de précipitation
Epilepsies du lobe temporal, frontal, pariétal etipital

1.3. Cryptogéniques
Epilepsies du lobe temporal, frontal, pariétal etipital

2. Epilepsies et syndromes épileptiques généralisés
2.1. Idiopathiques (liées a I'age de début)
Epilepsie myoclonique bénignes de I'enfance
Epilepsie absence de I'enfance
Epilepsie absence juvénile
Epilepsie myoclonique juvénile
Epilepsie a crises généralisées tonico-cloniqudsdeil
Syndromes caractérisés par des crises avec diffémades de précipitation
Autres épilepsies idiopathiques généralisées
2.2. Cryptogéniques ou symptomatiques
Syndrome de West (spasmes infantiles)
Syndrome Lennox-Gastaut
Epilepsie avec crises myoclono-astatiques
Epilepsie avec absences myocloniques
2.3. Symptomatiques
2.3.1. Epilepsies sans étiologie spécifique
Encéphalopathie myoclonique précoce
Encéphalopathie infantile précoce avec suppredsinst
Autres épilepsies généralisées symptomatiques
2.3.2. Epilepsies dues a des maladies neurologiques spéxsf

3. Epilepsie et syndromes indéterminés
3.1. Avec crises généralisées et focales
Crises néonatales
Epilepsie myoclonique sévere du nourrisson
Epilepsie avec pointes-ondes continues durantriersil lent
Epilepsie avec aphasie acquise (syndrome Landaffrki®
Autres épilepsies indéterminées

3.2. Sans caractére généralisé ou focal précis

4. Syndromes spéciaux
4.1. Epilepsies liées a une stimulation épileptogénesttaire
Convulsions fébriles
Crises isolées ou état de mal isolé (status elept

Crises dues a un facteur toxique ou métabolique

La CIESE de 1989 repose sur deux axes : symptooggdole et étiopathogénique. Tout

comme dans la classification des crigese symptomatologiquéistingue :
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» Les épilepsies généralisées toutes les crises sont de type généralisé. Les
manifestations motrices sont d'emblée bilatéraless manifestations EEG intercritiques et
critiques sont caractérisées par des déchargeidéeq pointes-ondes ou polypointes-ondes
bilatérales, synchrones et symétriques.

= Les épilepsies partiellesont en rapport avec la localisation ou la crise
débute. Le secteur est généralement limité auxtsims corticales. Au début de la crise, les
manifestations EEG critiques sont unilatéralesoetlies, mais une généralisation secondaire est
possible.

L'axe étiopathogénigyequand a lui, distingue :

» Les épilepsies idiopathiquesont décrites comme « non-précédées ou
occasionnées par d'autres troubles ». Elles sumei@nindépendamment de lésions anatomiques
cérébrales. Elles sont accompagnées d'un état iwdimsinel d’hyperexcitabilité et
d’hypersynchronie neuronale. Le facteur étiologigpencipal est représenté par une
prédisposition héréditaire réelle ou présumée. eCettédisposition implique des facteurs
géneétiques en cours d’identification. Les épilepsiopathiques sont définies par un age de début
particulier, ainsi que des caractéristiques cliagj@t encéphalographiques. Cette catégorie est
plus détaillée gu'auparavant, car le nombre de-slagses cliniques d'épilepsies idiopathiques
généralisées est en augmentation.

= Les épilepsies symptomatiqueent le résultat d’'une Iésion structurelle
diffuse ou focale, évolutive ou fixée, du SNC. E€etésion peut étre déterminée par des
explorations neuroradiologiques. Le cas échéant,déficit neurologique ou une anomalie
biologique, témoigne de sa présence. |l est passjild ce type d’épilepsies soit influencé par des
facteurs génétiques associés, tels que des faaeupsédisposition ou maladie neurogénétique
lésionnelle avec épilepsie.

= Les épilepsies cryptogéniqussnt présumées symptomatiques d’apres leur
expression électro-cliniqgue, mais ce sont des rmedgubur lesquelles aucune étiologie n’a pu étre
retenue, car cela échappe aux moyens d’investigaioployés (anamnestiques, cliniques ou
paracliniques). Ces épilepsies peuvent présentégarde début particulier. Cette catégorie inclut
les épilepsies survenant en dehors de toute l&sicgbrale prouvée mais ne correspondant pas
aux criteres des épilepsies idiopathiques. Parémprent, il s’agit souvent d’'une classification
provisoire qui peut étre modifiée en fonction ddami neuroradiologique. Les examens
initialement négatifs peuvent se révéler positéspar I'utilisation d’appareils plus performants
qui pourraient permettre de mettre en évidencendesolésions, tels que des cavernomes, ou en

raison de la lente évolution de certaines lésianstales, non décelées au premier examen.



38

1.5 Les bases génétiques de I'épilepsie

La composante génétique des épilepsies est corapuasd’Antiquité, mais les avancées
majeures se sont faites durant les années 193gui\WVilliam Lennox a introduit une méthode
scientifique afin d’étudier les aspects héréditanle la maladie. Il était attentif a I'épilepsiexa
types de crises, et au pattern EEG. Il a publigresmiere étude sur une paire de jumeaux
monozygotes en 1934 (Vadlamudi et al. 2004). Final#, il a réussi a collecter les données de
225 paires de jumeaux mono et dizygotes en 1966n(e1960). Grace a ces différentes études,
il est arrivé a la conclusion suivante transmission of a predisposition to seizures ia@ % (la
transmission d’'une prédisposition des crises egaiin La contribution majeure de Lennox a été
de démontrer que des facteurs génétiques et exeygdimeportance variable, interagissaient chez
ses patients. Ceci a été le début du concept rxthifiel des épilepsies. Ainsi, il préfigurait la
classification moderne des épilepsies et syndrapisptiques.

Toujours dans les années 60, Metrakos a mené aibeeBtude génétique sur des troubles
convulsifs. Il a calculé la prévalence d’individgsuffrant de convulsions parmi des parents
proches d’'un groupe hétérogene de cas-index peggedes convulsions et la prévalence de
parents proches d’'un groupe contréle non-affetta.donstaté qu’il y avait une forte évidence
pour une distribution familiale des convulsions (M&os and Metrakos 1960). Plus tard, grace a
des données cliniques et EEG, il a posé I'hypoth@s#l serait possible de former des sous-
groupes géneétiques spécifiques faits de difféerentemtés d'épilepsies. Cette étude classique,
rapporte un taux de 12,7% de sujets ayant présentéoins une crise épileptique (de type non
spécifie) parmi les germains d’enfants suivis pone épilepsie « centrocéphalique », comparé a
4,7% chez les germains de témoins. La conclusiogtéa la suivante: 'EEG de type
centrocéphalique est I'expression d’'un géne autasd@minant (Metrakos and Metrakos 1961).
Il est évident que ces premiéres études n’étaiemonclusives ni définitives, mais elles ont
permis de mettre en lumiere la composante génétigaespilepsies. Pourtant, la CIESE se base
uniqguement sur les syndromes de la maladie et e @bsolument pas compte de cette
composante génétiqgue. De plus, cing arguments sonfaveur de cette composante non

négligeable et ils vont étre passés en revue Gedss
1.5.1 Etudes familiales

La susceptibilité familiale des crises d’épilepsiait déja reconnue au temps d’Hippocrate
(Gardiner 1990). Ainsi, les études familiales oatixi objectifs :

(1) Déterminer I'existence d’'unagrégation familialgpour une maladie donnée.
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(2) Déterminer si lespectre phénotypiguabservé chez les apparentés du cas-index
malade I'est plus fréquemment que ne le voudrdiakard.

Agrégation familiale

L’agrégation familiale est la premiere étape quinpet de suspecter I'existence d'une
composante génétique. Deux types d'observationsepeLétre faits. Il existe une plus grande
fréquence de la maladie chez les apparentés d’ladmgue dans la population générale ainsi que
des différences de fréquence de la maladie enfierethts groupes ethniques. Méme contrélée et
reproduite, de telles observations ne font queudgérer I'existence d’une composante génétique,
car un environnement commun pourrait tout aussi ledepliquer la premiére observation et, a
I'inverse, des environnements variables pourraeegliquer la seconde. Ces observations, en
particulier celles qui concernent I'agrégation fiahe doit étre interprétée avec précaution, car le
études de ce type sont souvent imprécises, ou avempales biais. Ainsi, pour les maladies
communes, l'existence de plusieurs malades dansnémee famille peut étre le simple fruit du
hasard.

L’épilepsie « grand mal », ou plus généralementebigp épilepsie généralisée tonico-
clonique, affecte environ 4 a 10% de tous les neslapileptiques. Le groupe d’Eisner a identifié
321 patients présentant une épilepsie dite « neotrigjeure idiopathique » ou crise généralisée
tonico-clonique. Le risque cumulatif pour I'épilépshez les germains de malades épileptiques
était de 7,5% a 20 ans, si les crises avaient déént 'age de 4 ans chez le cas index. Ce taux
était de 4,3% a 20 ans et de 8% a 40 ans, siikssatu proband avaient débuté entre 4 et 15 ans.
Chez les germains de témoins, le risque cumulatl ans était de 2,3% (Eisner et al. 1959). Par
la suite, cette association entre I'age de débétque de I'épilepsie et risque plus élevé chez les
germains est une donnée qui a été retrouvée chszpis auteurs.

L’étude la plus complete denfants issus de par@mieptiques avec crises tonico-
cloniques est celle de Tsuboi et Endo. Dans lepuladion, 4,7% de ces enfants ont présenté des
crises afébriles, 12,1% des CF et 37,3% des anesnBIEG « épileptiformes » interictales ou
asymptomatiques (Tsuboi and Endo 1977). Des donmégseu plus récentes ont retrouvé des
taux comparables, proches de ceux observés chgenesins (Hauser and Anderson 1986).

Les crises absences surviennent dans difféerenth@yes épileptiques. La forme typique
est 'EAE et concerne 3 a 4% de tous les maladiéspéigues. Mathes a étudié 240 germains de
sujets souffrant d’'une épilepsie absence : 10%pagenté des crises épileptiques de tous types et
3,8% une épilepsie (Mathes 1969). Dans une étudeeen@ar I'équipe de Doose, 6,7% des

germains d’enfants atteints d’épilepsie absencepodgenté des crises. Parmi les germains pour
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lesquels un enregistrement EEG était disponiblg3%?2avaient des anomalies de type pointes-
ondes généralisées ou photosensibilité (Doose £9EB).

L’EMJ est associée dans environ 95% des cas arides généralisées tonico-cloniques et
dans 37% des cas a des absences. Environ 11% iegtigpes adultes souffriraient d’'une
épilepsie myoclonique juvénile. Tsuboi et Christ@rt étudié 319 patients présentant une EMJ.
Une épilepsie non-spécifiée est présente chez dddmpparentés de premier degré (Tsuboi and
Christian 1973). Plus tard, Janz et ses collaboratent réesumé les données d’'un groupe de
Berlin. L'incidence cumulée des épilepsies chezalgsarentés du premier degré de malades EMJ
est de 5,8% avec 3% chez les parents et 7,7% ebegefrmains. Il existe différents syndromes
épileptiques, owspectre observés chez les apparentés de patients EMJ: (BM%), épilepsie-
absences (34,3%), épilepsie généralisée tonicaetlen(28,6%), syndrome de West et/ou de
Lennox-Gastaut (2,9%) et épilepsies partielles%®,9Janz et al. 1992). Delgado-Escueta et al.
ont rapporté que dans 50% des familles étudiées,cuse d'épilepsie a été observée chez au
moins un apparenté au premier ou au second degrasdindex EMJ, et chez 12% de I'ensemble
des apparentés (Delgado-Escueta et al. 1989). Sa#® données ont révélé qu’il existe une
susceptibilité familiale de développer une épilegsil’'on est parent de malades EMJ.

Dans le domaine des épilepsies partielles, uneedardiliale de I'épilepsie bénigne avec
paroxysmes centrotemporaux a été menée par Bidkser. IIs ont étudié 40 familles et observé
des pointes centrotemporales chez 30% des appsudaigremier degré : 33% chez les germains
et 20% chez les parents. lls ont conclu a une imeasson autosomale dominante avec pénétrance
variable en fonction de I'dge (Bray and Wiser 19@3¢s taux identiques ont été rapportés par
Heijbel et al.. Quinze pour cent des germains depdfents présentaient des crises et des
décharges rolandiques et 19% des décharges s€uies. pour cent des parents avaient une
histoire de crise dans I'enfance et 3% des déchard®&EG. La conclusion a été la méme que les
précédents auteurs : transmission autosomale dotei&ec pénétrance variable en fonction de
I'age (Heijbel et al. 1975).

Une agrégation familiale substantielle existe plesrconvulsions fébriles. Germains ou
enfants de probands affectés ont trois a quatseplos de risque de faire des CF que des contrbles
de populations témoins (Hauser and Anderson 139&6@roupe de Rich a démontré que dans les
familles de sujets ayant présenté plus de troisoées convulsifs fébriles, le mode de
transmission du trait le plus vraisemblable est made autosomal dominant. Ces formes
familiales dominantes sont estimées représenteiraen0% de I'ensemble des CF. Pour les

autres formes, un mode polygénique est plus vrdikhie (Rich et al. 1987).



41

L'analyse de ségrégatioast une méthode statistique d’analyse de donndégsegmet de

déterminer I'existence et la nature du facteur igné induisant la transmission d’'une maladie.
Spectre phénotypique

Les études familiales et de jumeaux ont mis en ebad I'existence d'un spectre
phénotypique spécifique pour différents syndronmakegtiques et présent dans certaines fratries.
De plus, ce spectre phénotypique est observé adwapparentés du cas-index malade plus
frequemment que ne le voudrait le hasard. Il exastesi un spectre phénotypique chez un méme
individu malade qui peut présenter difféerents tygesyndromes épileptiques en fonction de son

age.
1.5.2 Etudes de jumeaux

Le principe de ces études est de comparer lesdawoncordance, pour un trait donné,
chez des jumeaux monozygotes (méme patrimoine igéegtet chez les jumeaux dizygotes
(environ 50% de leur patrimoine génétigue en commuues premieres études réalisées
concernent les EGI dans leur ensemble. En 1980bolsa réalisé une revue de données
antérieures provenant de 6 études (Tsuboi 1980robaordance globale observée est de 60%
pour les paires monozygotes (N = 45) et de 13,2ur jpes paires dizygotes (N = 56). Pour
I'épilepsie absence ou les épilepsies avec criéagrglisées tonico-cloniques, lorsque les sujets
étudiés ont entre 6 et 18 ans, la concordance \afisehez 12 paires de jumeaux monozygotes est
de 100% (Catalano 1973). Ce taux indiquerait dane lg trait est totalement déterminé par les
facteurs génétiques. Pourtant, ce faible nombrgales étudiés laisserait a penser qu'il faut
interpréter ce résultat avec prudence. Cependargiratégie, consistant a étudier pendant une
période donnée I'expression du phénotype dans opelgtion tres homogéne, est pertinente.

A la fin des années quatre-vingt, d’autres étudegutheaux ont été menées. Ces études
ont démontré qu'il existait un impact génétiqgue uet impact environnemental dans le
développement d'une épilepsie. En 1987, Tsubait aifi@ analyse génétique d'une population de
jumeaux souffrant de CF. Il a calculé un taux dacoodance pour les CF chez les jumeaux
monozygotes de 56%, alors qu'il n'était que de theéz les dizygotes. Puis, il a comparé ces
résultats a des cas de freres-sceurs et il a parstuce que la similitude des symptémes cliniques
intra-paire était plus grande chez les jumeaux @aants que chez les couples fréres-sceurs. Cette
étude a permis de soutenir I'hypothese que les riERu mode de transmission multifactoriel

(Tsuboi 1987). Une année plus tard, une étude manédapon, toujours sur des jumeaux
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souffrant de CF, a montré un taux de concordand@sdés chez les monozygotes contre 16,7%
chez les dizygotes. Ces résultats viennent renfofbgpothese du mode de transmission
multifactoriel des CF (Sunami et al. 1988).

En 1990, le groupe de Berkovic a rapporté des tmmparables a ceux de Catalano de
1974, en précisant que toutes les paires étaiealerdgnt concordantes pour le syndrome
épileptique. Ainsi, ils ont suggéré que la survedime EGI, mais aussi le type de syndrome,
sont déterminés génétiquement (Berkovic et al. 1990

En 1992, Ottman a publié une étude qui évaluaitttgributions environnementales et
développementales apportées a |'épilepsie. La leraa d'une histoire familiale d'épilepsie était
plus élevée chez les jumeaux monozygotes que abezdizygotes de cas-index, mais la
prévalence n'était pas significativement plus édestéez les dizygotes que chez les freres-sceurs.
Les conclusions de cette étude suggérent que \alpree, plus élevée des épilepsies chez les
jumeaux monozygotes de cas-index, pourraient étrepartie expliquée par les facteurs
environnementaux relatifs a la gémellité, plutoe gpar leur identité génétique qui les lie au cas-
index (Ottman 1992).

A la fin des années nonante, I'équipe de Berkowtudié des jumeaux afin d'évaluer la
composante génétique des syndromes épileptiquass t&sultats vont dans le méme sens que les
études précédentes : chez les jumeaux monozydetés)x de concordance des crises est plus
élevé que chez les dizygotes. La concordance estgbbvée pour les épilepsies idiopathiques et
symptomatiques que pour les épilepsies partiellss.ont mis en évidence des valeurs
intermédiaires pour les CF et les épilepsies indéteées. La fréquence élevée des monozygotes
concordants avec le méme syndrome majeur, suggeieeriste des déterminants génétiques
syndromes-spécifiques avec ou sans prédisposigogtgjue générale aux crises (Berkovic et al.
1998).

Afin d'évaluer les facteurs étiologiques pouvarienvenir dans le développement d'une
épilepsie, le groupe de Briellmann a analysé desefux monozygotes discordants pour
I'épilepsie. La principale découverte de cette €tadt que la majorité des paires de jumeaux
discordants pour I'épilepsie peut étre expliquéalpa facteurs non-hérités. Ces derniers sont, soit
des facteurs environnementaux, soit des anomadiestigues postérieures a la fécondation. Tous
deux interagissent avec le fond génétique du pat@es facteurs non-hérités, détectés dans cet
échantillon de monozygotes discordants, sont pilebant présents dans la population générale
de patients souffrant d'épilepsies. Les épilepsiegptogéniques pourraient peut-étre étre

expliquées par ces facteurs (Briellmann et al. 2001
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Des études récentes ont évalué I'importance désuiEcgéenétiques et environnementaux
dans I'étiologie des CF chez des jumeaux monozggete dizygotes. Grace a un modeéle
étiologique incluant les effets additifs génétiquesles facteurs environnementaux individu-
spécifique, ils ont mis en évidence une héritabii¢é 70% pour les CF. Les 30% restant sont donc
attribuables aux facteurs environnementaux indiggécifique (Kjeldsen et al. 2002). La méme
équipe a fait le méme type d’étude sur des jumeauffrant d’épilepsies et de crises épileptiques.
lIs ont obtenu des résultats similaires qui a comdi I'implication des facteurs génétiques et
environnementaux (Kjeldsen et al. 2003).

Récemment, I'équipe de Vadlamudi a repris les tasutles études de jumeaux de Lennox
(cités plus haut) (Lennox 1960) afin de les réésalPour cela, ils ont classé ces cas selon la
classification de Ihternational League Against EpilepgliLAE) des épilepsies et syndromes
épileptiques, puis ils ont recalculé la concordase® monozygotes et des dizygotes. Comme dans
les études précédentes, les facteurs génétiquentjom rdle prépondérant dans les épilepsies,
mais il existe toujours une part liée aux facteemgironnementaux, qui explique la concordance
imparfaite des jumeaux monozygotes. Cette discaslgneut étre expliquée par I'existence de
différences épigénétiques chez ces individus. g@pétisme est défini comme l'interaction de la
méthylation de I’ADN, les modifications des histsret I'expression des ARN non-codant dans la
régulation du motif d’expression des genes depudéleloppement précoce jusqu’a I'age adulte
(Brena et al. 2006). D’ailleurs, pour illustrer pggsence de mécanismes épigénétiques chez les
jumeaux momozygotes, une étude originale a évasi@ifférences de méthylation de 'ADN et
d’acétylation des histones chez des paires de jumeaonozygotes. Elle a montré que ces
jumeaux étaient indistinguables durant leurs pregsi@nnées de vie, mais que par la suite, ils
montraient de nettes différences au niveau de ldhylation globale de leur ADN ainsi que de
I'acétylation de leurs histones, ce qui, par consét} devrait affecter I'expression de leurs genes
(Fraga et al. 2005). Ce genre d'études met en hemia nature de certains facteurs
environnementaux qui peuvent interagir avec le génd’un individu et ainsi mener ou non a une

pathologie a composante héréditaire.
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1.5.3 Maladies a hérédité mendélienne associées a unelépsie

Il existe des maladies génétiques avec des casdijaes syndrome-spécifiques associees

a une épilepsie. Ces maladies sont une nouvellev@ren faveur d’'une composante génétique
présente dans I'épilepsie. Voici une descriptioevbrde la plupart d’entre elles (Callenbach and
Brouwer 1997):

= La sclérose tubéreuse de Bournevdbt une maladie autosomale dominante
avec des désordres cutanés. Elle est caractéasampetard mental. Quatre vingt pour-cent des
patients souffrant de cette maladie ont des capédsptiques. L'apparition clinique de I'épilepsie
est fortement dépendante de I'age. Différenteseitule liaison ont été réalisées, et deux loci ont
été découverts : le premier se trouve sur le chsome 9q34.3. Il est en déséquilibre de liaison
(DL) avec le locus des groupes sanguins ABO (Feyed. 1987). Le deuxieme locus découvert se
trouve sur le chromosome 16p13.3 (Kandt et al. 198@ premier locus, des mutations ont été
rapportées dans le gem&C1qui code pour la protéine hamartin chez des patiprésentant une
sclérose tubéreuse sporadique (van Slegtenhaabt¥397). Au second locus, il a été identifié des
délétions et des mutations dans le géBE4qui code pour la tuberin, une protéine avec aétivi
GTPase (1993). Un troisieme locus possible suhternosome 12g14 a été mis en évidence chez
un patient présentant une translocatiennovo(Fahsold et al. 1991). Mais ce locus a rapidement
été exclu par une autre étude (Sampson et al. 1992)

= La neurofibromatose de type 1 (NF-1¢ntraine des difficultés
d’apprentissage ou un retard mental. Les principataractéristiques associées sont une
macroencéphalie, une petite stature et une scoliBseiron 30% des patients souffrent
d’épilepsies. NF-1 est de type autosomal dominaet aine grande pénétrance. Un géne a été
localisé sur le chromosome 17q12-22 (Barker e1@87 ; Seizinger et al. 1987). Il code pour la
protéine neurofibromin qui a une fonction supprassie tumeur (Li et al. 1992). Il existe second
type de neurofibromatose, NF-2, dont le locus seve sur le chromosome 22q12.2 (Wertelecki
et al. 1988). Le gene impliqué dans cette malastie@le aussi pour la protéine merlin qui a aussi
une fonction suppresseur de tumeur (Trofatter. eit%3).

= Le syndrome de I'X fragilentraine une diminution intellectuelle, variant de
moyenne a sévére avec des anomalies physiquesjutals visage allongé, de larges oreilles et
une stature légerement petite. Ces patients saufs@uvent de crises épileptiques et elles sont
comparables a celles observées dans I'épilepsimdimjue. Ce syndrome est autosomal récessif

avec une pénétrance incompléte. Il est causé maexpansion de répétitions CGG dans le géne
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retard mental de I'’X-fragileHMR-1) localisé sur le chromosome Xq27.3 (Krawczun efl@85 ;
Verkerk et al. 1991).
= Le syndrome d’Angelmase caractérise par des crises épileptiques, des

anomalies a 'EEG, un retard mental, des rirespnagriés et un profond retard dans le langage.
L’épilepsie peut apparaitre pendant I'enfance gmesque n’'importe quelle forme de crises. A
I'age adulte, les absences atypiques et les amigesloniques prévalent. La majorité des patients
adultes souffrent d’épilepsie. Ce syndrome est&gas une délétion sur le chromosome 15q12
(Pembrey et al. 1989) d’origine maternelle dans néggon qui englobe les genes pour les sous-
unités du récepteur GABA(A)B3 (Wagstaff et al. 19915 (Knoll et al. 1993), e§3 (Greger et

al. 1995). Plus récemment, d’autres mutations mesgaes du syndrome d’Angelman, ont été
découvertes dans le gene codant pour l'ubiquitiéeme ligase E6-APUBE3A (Kishino et al.
1997). Ces mutations pourraient amener a une ddiwadanormale de la protéine médiée par
'ubiquitine pendant le développement du cerveaezclles patients atteints du syndrome

d’Angelman.
1.5.4 Anomalies chromosomiques

Une revue récente fait état des différentes anemahromosomiques liées a une épilepsie
(Singh et al. 2002). Des régions chromosomiquesratites associées a des crises épileptiques
ont été identifiées. Voici les principales d’englées :

= La délétion du bras long du chromosomeold les crises apparaissent
généralement pendant les trois premieres annéda die. Différents types de crises peuvent
survenir chez les malades, telles que des crisesrgésées, des convulsions fébriles et afébriles
et des crises partielles complexes. D’autres c@wigtijues peuvent apparaitre, comme une
microencéphalie, un sévere retard ou encore urtaneaenormale (Murayama et al. 1991).

= La délétion du bras court du chromosomel@nt la principale composante
du phénotype est l'apparition de crises telles des crises simples, partielles complexes,
myocloniques et générales tonico-cloniques (Knilyiries et al. 2000 ; Shapira et al. 1997)

= Le syndrome de Wolf-Hirschhoest fortement associé a I'épilepsie. Il se
caractérise par une délétion du chromosome 4p (Eamdy 1997). La plupart des cas sont des
epilepsies réfractaires avec des crises de typérgisees tonico-cloniques, des spasmes toniques,
des crises myocloniques et des absences atypifisedres caractéristiques peuvent étre trouvées
chez le patient, tels qu’'une microencéphalie ovetisrd mental sévere. Dans la plupart des cas, la
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mort survient durant la petite enfance. Par consétjla survie jusqu’a I'age adulte ne s'observe
gu’exceptionnellement.

= L’anneau du chromosome B4t strictement associé a I'épilepsie. Ainsi, les
crises sont la caractéristique principale de cetdadie (leshima et al. 1983). Ces crises
commencent pendant I'enfance et sont incurabletes Esont de différents types: crises
généralisées tonico-cloniques, myoclonies, crisesneures-moteur », crises partielles complexes
et attaques généralisées secondaires. Le patiahtapssi présenter une atrophie cérébrale, une
dilatation ventriculaire, une hypotonie généraljssrasi qu’'une ataxie.

» Le syndrome d’Angelmasst provoqué par une délétion du chromosome 15,
comme décrit précédemment.

= Le syndrome de Miller-Diekegst provoqué par une délétion subterminale
du chromosome 17 (del(17)(p13)). Il est caractgpeséun développement anormal et sévere au
niveau cortical. Les crises commencent généralerdardnt la premiére année de vie, mais
rarement pendant la période néonatale (Dobyns @08B ; Gastaut et al. 1987). D’autres formes
généralisées d’épilepsie peuvent étre aussi peEsetelles que des crises myocloniques, toniques
et tonico-cloniques. Des crises partielles sonfiomaussi décrites. Les patients peuvent présenter
une infirmité intellectuelle avec une diplégie atpre et une microencéphalie. Seule une minorité
de patients survivent jusqu’a I'age adulte.

= L’anneau du chromosome 28st aussi strictement associé a I'épilepsie
(Brandt et al. 1993 ; Porfirio et al. 1987). Leipat présente de fréquents épisodes d’absence
atypique et de rares crises motrices (Petit t989). L’age de début des crises va de I'enfance a
'age de 14 ans. Ces crises sont résistantes aretegment médicamenteux. Certains patients
présentent un statut non-convulsif répété. Cecsistanen des périodes prolongées de confusion,
marquées par des difficultés a s’exprimer et ddsnaatismes complexes. De telles attaques
peuvent se produire quotidiennement. Les crisegumdobniques sont aussi fréquentes. L'intellect
est généralement moyennement déficient a normal.

= Le syndrome de Dowrengendre beaucoup d’anomalies mineures et
majeures de nature fonctionnelle, neurologiquenatanique, telle qu’'un facies particulier. La
principale caractéristique est neurologique etra@uit sous forme d’un retard mental modéré et
d'une hypotonie centrale. Environs 8% des patietdveloppent une épilepsie, souvent
accompagnée de crises généralisées tonico-clonigeesyndrome de Down est causé par une
copie surnuméraire du chromosome 21. Dans la flges cas, cette copie supplémentaire est
issue d’'une non-disjonction méiotique d’origine ematlle. Seul un faible pourcentage est causé

par une translocation chez un des parents. La caeida prévalence des épilepsies chez les
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patients atteints du syndrome de Down n’a pas engtdr découverte. Le gene pour I'épilepsie de
type Unverricht-Lundborg, qui est une épilepsie &gélisée symptomatique, a été localisé a
I'intérieur de la région critique pour le syndrohe Down (Lehesjoki et al. 1991 ; Virtaneva et al.

1996). Malgré cela, aucune évidence ne permet deuliger que ce géne provoque I'épilepsie

chez des patients souffrant de trisomie 21. Aujbuid grace aux progrés de la médecine, les
malades souffrant du syndrome de Down vivent parsgytemps. Cette catégorie de patients
développent parfois une épilepsie myoclonique sémskociée a un déclin mental (De Simone et
al. 2006).

1.5.5 Modeles animaux avec symptémes épileptiques spon&m

Il existe des modeéles animaux présentant spontaméme épilepsie d’origine génétique.
lIs sont une nouvelle preuve de l'existence d’'uaomposante génétique dans les épilepsies. De
plus, ils sont utiles pour étudier la physiopatigode I'épilepsie ainsi que les facteurs de
I'épileptogenése.

= Les rats GAERS(Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg
(Marescaux and Vergnes 1995 ; Marescaux et al.)1p@&3entent des crises généralisées non-
convulsives récurrentes, caractérisées par desadfsh pointes-ondes bilatérales et synchrones
accompagnées d’'un arrét du comportement et d'uardefixe. Ces événements ont un début et
une fin abruptes. Les médicaments, efficaces cdeseabsences humaines, suppriment les
décharges pointe-ondes avec la dose-dépendantespondante, alors que les substances,
spécifigues aux convulsions ou aux crises focadest inefficaces chez le rat GAERS. Les
décharges pointe-ondes sont déterminées génétiqtievec un mode de transmission autosomal
dominant. L’expression variable des décharges paintles, dans la descendance de rats GAERS,
ainsi que chez les animaux croisés pour le contéilgroque, est sirement due a I'existence de
genes multiples impligués dans ce type de mod@éanécanisme de I'absence étant encore mal
compris chez I'humain, I'analyse du dysfonctionnatngénétique thalamo-cortical chez les rats
GAERS a permis d’établir des investigations sup#hogenese des crises géeneéralisées non-
convulsives.

» Les singesPapio papio (Menini et al. 1994) sont caractéripéds une
épilepsie photosensible provoquée par une SLI. dumsces singes y sont soumis, 'EEG
enregistre une décharge bilatérale et synchroneoqaupe une large partie des territoires
corticaux. Ces décharges paroxystiques apparaisseptemier lieu dans la partie frontale des

régions corticales. Elles sont associées a des sayrcloniques bilatéraux et synchrones. Cet
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événement peut étre suivi de crises convulsiveérgésées ressemblant a des crises grand mal de
patients humains. Cette forme d’épilepsie peut ébresidérée comme une « épilepsie primaire
généralisée » rencontrée chez des patients épiesti qui ne présentent aucun déficit
neurologique ni aucun facteur étiologique évidétdr la suite, il a été découvert que certains
singes Papio papio présentent naturellement une seconde sorte de lomyes avec des
caractéristiques completement différentes de cedlelsites par SLI. Ces myoclonies sont
spontanés et symétriques. Les sursauts synchnmpdigiuent la plupart du temps la musculature
du tronc. L'apparition de ces crises est facilpée des mouvements actifs de I'animal ou par des
stimulations proprioceptives, telle que l'applicatid’'une pression sur le sternum ou par une
tension appliquée a un membre. Ces myoclonies apées, contrairement aux précedents,
s’arrétent quand I'animal cesse tout mouvementu@and il se trouve dans les premiers stades de
sommeil. Les singe®apio papio peuvent donc présenter deux différentes pathaagiene
prédisposition naturelle a faire des myocloniessmtompagnement de décharges paroxysmales
corticales et jamais suivis de crises et une ppédifon génétique héréditaire a faire des

myoclonies suivis secondairement par des crisedrgksées induits par SLI.

1.6 Les avanceées en génétique des épilepsies

La révolution dans le domaine de la biologie maligice, ainsi que les données collectées
par leHuman Genome Projecint permis d’explorer plus en profondeur les bagastiques de
I'épilepsie. Les premieres études moléculairesétdtréalisées a la fin des années quatre-vingt. A
cette époque, seules les formes pures étaientéénjdic’est-a-dire, celles décrites par la
classification internationale. Et aucune investayan'était faite sur des épilepsies avec plusieurs
syndromes, telles que les GEFd est important de distinguer deux types de dmaissions
génétiques au sein des épilepsies : les épilepdiésedité mendélienne ou monogéniques simples

et les épilepsies a hérédité complexes ou polygésiq
1.6.1 Les épilepsies a hérédité mendélienne ou monogénagusimples

Ces épilepsies sont causées par une mutation adagene. Cette derniére peut, a elle
seule, déterminer I'apparition de la maladie. Aitsigéne impliqué a un effet majeur et ce type

d’épilepsies est rare.
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Epilepsies myocloniques progressives (EMP)

Ces épilepsies sont caractérisées par des cringp-tioniques, des myoclonies et un
dysfonctionnement neurologique progressif, incluntdémence et l'ataxie. Les EMP sont
considéréees comme une maladie sévere. Elles sasséels dans les épilepsies généralisées
symptomatiques.

= La maladie d'Unverricht-Lundborgst un syndrome caractérisé par un age
de début se situant entre 6 et 15 ans. Il évoluguelgues années vers un état invalidant avec une
mortalité se situant entre 25 et 30 ans. Cetteeggit est caractérisée par des secousses
myocloniques associées a des crises convulsiveérajisées, a une ataxie et parfois a une
détérioration intellectuelle. Le cerveau de cegseptd montre des changements dégénératifs ainsi
gu’'une perte significative des cellules de Purkii@ette maladie a été décrite pour la premiére
fois par Unverricht chez des patients estonien$831 (Unverricht 1891) et secondairement par
Lundborg chez des cas suédois (Lundborg 1903). Akadie d’Unverricht-Lundborg est une
maladie relativement commune en Finlande (Koskinietral. 1974) et a tout d’abord porté la
désignation denyoclonus baltiquéKoskiniemi 1986). Mais ce terme fut vite consgl@mme
inappropri€, car ses différents syndromes étaentriémes que ceux rapportés damsyeclonus
méditerranéer{Genton et al. 1990). Au début des années nonaméeéquipe finlandaise a réalisé
une analyse de liaison dans douze familles avemante de transmission autosomal récessif. lls
ont identifié le locusEPM1 sur le chromosome 21 (21g22.3) (Lehesjoki et @81). Durant la
méme période, Malafosse et coll. ont effectué umalyse de linkage qui a montré que les
myoclonus baltique et méditerranéen étaient liés néme marqueur sur le chromosome 21. Les
auteurs ont alors proposé I'hypotheése suivante :mioclonus baltique et le myoclonus
méditerranéen devraient étre certainement caugédgsamutations situées dans le méme gene
(Malafosse et al. 1992b). A I'heure actuelle, lesntes de myoclonus baltique et méditerranéen
sont inappropriés, car cette maladie existe damadede entier et est connue sous le nom de
maladie d’Unverricht-LundborgC’est en 1996, par clonage positionnel que legaaté causant
la maladie a été identifié. Il code pour la cystatB CSTB, qui est un inhibiteur de protéase
cystéine non-caspase. Cette protéine est exprimigaitairement (Pennacchio et al. 1996). Une
année plus tard, Lalioti et coll. ont mis en évitediverses mutations @STBchez des patients
atteints de la maladie, dont une expansion d’'uredachere dans la région 5’ UTR non-transcrite
du géne. Les alléles normaux présents chez lesrp@s saines contiennent 2 a 3 copies (Lalioti
et al. 1997a), alors que cette répétition est ptésa plus de 60 copies chez les cas atteints de la

maladie d’Unverricht-Lundborg (Lalioti et al. 1997bCette expansion peut interrompre la
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transcription, amenant a une réduction de l'expoessle CSTB Cette déficience en CSTB
pourrait provoquer I'échec de l'inactivation dete@res protéases intracellulaires et mener a une
dégeénérescence neuronale (Pennacchio et al. 1996).

» La maladie de Laforaest un autre type d’épilepsie myoclonique
progressive. Dans ce cas, le diagnostic positibesé par la mise en évidence de corps de Lafora
dans les glandes sudoripares axillaires. Ces a®psafora sont aussi retrouvés dans divers tissus,
tels que la peau, les muscles striés et le cerndgauléces survient seulement quelques années
apres le début de la maladie. La transmissionussti ale type autosomal récessif. Un locus sur le
chromosome 6g24 a été mis en évidence (Serratosd @095), puis le genEPM2A a été
identifié comme étant impligué dans cette maladie. géne code pour une enzyme tyrosine
phosphatase intracellulaire appelarine (Minassian et al. 1998). Cette protéine est ex@eim
dans de nombreux tissus, dont le cerveau (BateGardiner 1999). Chez certains patients,
aucune mutation dans le geBEM2An’a été trouvée, par conséquent, Chan et collmosten
évidence un nouveau locus pour la maladie de LatePM2B. A I'intérieur de ce locus, ils ont
identifié un géne qui code pour la sous-unité EBmaale I'ubiquitine ligaseNHLRC1(Chan et
al. 2003).Difféerentes mutations ont été mises en évidence dwes patients souffrants de la
maladie de Lafora (Chan et al. 2003 ; Gomez-Abad. &005 ; Singh et al. 2006).

» Les céroides-lipofuscinosefont partie du groupe des EMP et sont
caractériseées par des dépots de lipopigments dames\eau et d'autres organes. Il existe 10 sous-
types, dont les caractéristiques cliniques commsoasune diminution progressive des fonctions
cognitives, motrices et visuelles, des crises ppdees et une mort rapide. La transmission est
autosomale récessive sauf pour la forme adultenaladie de Kuff. Il existe unrme infantile
précoceou maladie de Santavuori-Haltia, dont le locusesstlp32 (Hellsten et al. 1993) et le
gene responsabl€;LN1, code pour une palmitoyl thioestérase (Vesa etl@@5). Laforme
infantile tardiveou maladie de Jansky-Bielschowski est provoquédapdélétion du gen€ELN2
au locus 11p15 qui code pour une protéine lysose(paiptidase) (Sleat et al. 1997). Une variante
finlandaise de la forme infantile tardive est li@e géneCLN5 qui code pour une protéine
membranaire et sa position se trouve au locus 13G232 (Savukoski et al. 1994). La
localisation de ldorme juvénileou maladie de Batten-Spielmeyer-Vogt a été rappoau locus
CLN3sur le chromosome 16p12.1-11.2 (Mitchison et @5). Le locusCLN4de laforme adulte
ou maladie de Kuff n'a pas encore été identifié.

= La maladie de Gaucher de typee3t une EMP avec une transmission

autosomale récessive. Un déficit en enzyBrgducocérébrosidase provoque une accumulation de
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lysosomes dans différents organes. Le locus inoégnse trouve sur le chromosome 1g21.31
(Barneveld et al. 1983).

= L’encéphalomyopathie = mitochondriale @ avec  « raggedHibres »
(MERRB est héréditaire et peut débuter a tout age. hasmmission de cette maladie est
exclusivement maternelle, car c’est une maladiechitndriale caractérisée par une EMP, une
myopathie mitochondriale, une ataxie, une surditéne détérioration mentale. Desgyged-red-
fibores (ou accumulation de mitochondries) sont présermtass des biopsies de muscles
squelettiques. Il existe une mutation ponctuellegéne codant pour 'ARNt(lys) présent dans
I’ADN mitochondrial en position 8344, ou une adéniest remplacée par une guanine (Shoffner
et al. 1990). C’est une mutation hétéroplasmiqoet ¢t proportion d’ADN mutant peut varier a
l'intérieure d’'une méme famille, voire parmi lessiis d’'un méme individu. Cette mutation cause
la terminaison prématurée de la translation des iRNtochondriaux et par conséquent, réduit la

synthése polypéptidique (Bate and Gardiner 1999).
Epilepsies idiopathiques

Comme toutes les maladies communes, les épilebgzathiques présentent rarement
une hérédité monogénique simple. La plupart d'engtkes sont dues a une hérédité
multifactorielle, incluant I'interaction de diffémés genes les uns avec les autres, ainsi qu'awec de
facteurs environnementaux. Mais pourtant, parmisygglromes communs a hérédité complexe,
une hérédité monogénique peut étre observée datgugs familles. La collecte de telles familles
peut étre particulierement intéressante pour llifieation de genes de susceptibilité, ce qui a été
le cas pour deux rares épilepsies idiopathiquesogmiques :

= Les convulsions néonatales familiales bénigit&€sFB) sont une épilepsie
idiopathique autosomale dominante rare avec uneétg@rce incompléte (90%). De plus,
I'histoire familiale des patients révele souvent dgises néonatales bénignes chez d’autres
membres de la famille (Miles and Holmes 1990). lrangére localisation pour CNFB a été
trouvée sur le bras long du chromosome 20 en pasDql3.2 (Leppert et al. 1989). En 1992,
I'équipe de Malafosse a confirmé la localisatiomigée des CNFB dans des familles francaises
(Malafosse et al. 1992a). Le deuxieme locus pouFEId été découvert sur le chromosome 8q
(Lewis et al. 1993). En 1998, deux équipes indépetas ont identifié, au locus 20q13.2, le gene
KCNQ2Ilié aux CNFB (Biervert et al. 1998 ; Singh et 898). Il code pour un canal potassique.
Dans le méme temps, un autre géne, lié aux CNFBé anis en évidence au locus 8q. Pour ce

faire, les auteurs de cette découverte ont rechesthexistait un homologue RCNQ2 dans la
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région candidate 8q. lls ont alors identifié unegendant pour un autre canal potassi¢i{&NQ3
dans lequel une mutation faux sens coségrege aygehotype CNFB (Charlier et al. 1998).

= L’épilepsie frontale nocturne autosomique dominar(EFNAD) est
caractérisée par de bréves crises motrices nostugue se passent durant la phase de sommeil
léger. L'age de début est variable et va de I'ecéad 'age adulte. Une généralisation secondaire
de la crise avec perte de conscience peut arBtemlein 1999). Le premier locus lié a EFNAD a
été découvert sur le chromosome 20q13.2-q13.3lihét al. 1995). Puis des mutations dans le
geneCHRNA4 se trouvant dans la région candidate, ont éfgoréges dans des familles atteintes
de la maladie (Steinlein et al. 1997 ; Steinleinakt 1995). Un second locus a été lié au
chromosome 15024 dans une seule famille (Philligs. €998). Cette région est proche du cluster
de genesCHRNA3CHRNAZCHRNB4 qui ont été screenés, mais aucune mutation réa ét
trouvée. A ce jour, aucun gene causatif ’EFNAD été trouvé au locus 15924 (Gourfinkel-An
et al. 2004).

1.6.2 Les épilepsies a hérédité complexe ou polygéniques

La plupart des épilepsies a hérédité complexe samsées par I'interaction de quelques
variants géniques, lesquels ne sont pas suffipantiscauser a eux-seuls le phénotype épileptique.
Des facteurs environnementaux ont aussi une infliear ce phénotype. Ainsi, le ou les facteurs
génétiques ne sont que de prédisposition. Les ipang problemes associés a la dissection
génétique des traits complexes sont : la pénétranccenpléte, les phénocopies, I'hétérogénéité
génétique et I'hérédité polygénique. Mais malgréttadans un premier temps, les études
familiales sont restées les plus utiles dans laeneis évidence de génes impliqués dans les
épilepsies a hérédité complexe. En voici deux exesnp

= L’épilepsie myoclonique juvéniléEMJ) est une épilepsie idiopathique
généralisée. En 1988, I'équipe de Greenberg eptdmiére a avoir utilisé I'analyse de liaison
génétique en épileptologie. Ce groupe a découvertoaus de prédisposition pour les EMJ
localisé sur le chromosome 6p, dans la région HCA.résultat a été la premiere analyse de
liaison génétique qui a mis en évidence un locususeeptibilité pour une épilepsie particuliére
(Greenberg et al. 1988). Si les premiéres étuddmkizge ont été effectuées sur cette maladie,
c’est parce que cliniguement, 'EMJ est facilemdistinguable des autres formes d’épilepsies
idiopathiques généralisées. En 1991, deux equipesamfirmé le linkage de 'EMJ a la position
6p (Durner et al. 1991 ; Weissbecker et al. 19Pburtant, par la suite, deux équipes ont réfuté la

localisation sur le chromosome 6p d’'un locus deepisbilité aux EMJ (Elmslie et al. 1996 ;



53

Whitehouse et al. 1993). L'une de ces deux équapé&® a l'origine de la découverte du nouveau
locus sur le chromosome 15g14. Dans cette régioonaisomique se trouve le géne qui code
pour la sous-unit&7 du récepteur neuronal acétylcholine nicotiniqQelRNA7. D’aprés leurs
conclusions, ce locus jouerait un roéle majeur darsuisceptibilité génétique de 'lEMJ (Elmslie et
al. 1997). Récemment, dans cette région, un $NRlé nucleotide polymorphigrdans le gene
Connexin36a été identifié dans une cohorte de patients Eblinte étant statistiquement
fréquent que chez les témoins (Mas et al. 2004)trddsieme locus de susceptibilité pour 'TEMJ a
été découvert sur le chromosome 5934 dans unegfandlle franco-canadienne. Mais surtout,
un nouveau gene muté a été mis en évidence daedaeille : GABRALqui code pour la sous-
unité al du récepteur GABA de sous-type A (Cossette et28D2). Un autre géne de
susceptibilité pour 'TEMJIBRD2 (RING3, a été mis en évidence par une étude d’assatidiie
géne se trouve dans la région HLA du chromosomiecéde pour un régulateur transcriptionnel
nucléaire probable. Il fait parti d’'une famille denes exprimés durant le développement (Pal et
une famille indienne. A ce jour, aucun géne de ejotiigilité n'a été découvert dans cette région
chromosomique (Kapoor et al. 2007). Etant donné IfelJ posséde visiblement un mode
d’hérédité complexe, il est possible que ces difies génes de susceptibilité sont des génes a effet
mineur.

= L’épilepsie absence de I'enfant (EAR)ssede une composante génétique.
Néanmoins, le mécanisme héréditaire et les genpBgums sont encore inconnus. Les études
familiales menées ont souligné un mode de trangmnisomplexe de la maladie. Pourtant, une
analyse de ségrégation a montré une transmissiola aealadie selon le modele autosomal
dominant avec une pénétrance réduite (Buoni di9818). Une analyse de liaison dans une famille
de patients affectés par une forme d’EAE a monte liaison au locus 8qg24 (Fong et al. 1998).
Mais aucun gene n’a pu étre identifié (SugimotaleR000). L'étude d’une autre famille dont les
membres affectés souffrent non seulement d’EAE snaaissi de CF, a mis en évidence une
liaison au chromosome 5, contenant le cluster deegeui codent pour les sous-unités du
récepteur GABA(A) (Wallace et al. 2001). Une muiata été trouvée dans le géBABRG2et
semble contribuer au phénotype de la maladie (Baatlal. 2001a). Une autre analyse de liaison
dans huit familles semble suggérer une liaisonemeGABRB3se trouvant a la position 15q11-
gl3 (Tanaka et al. 2000) qui est précisement lemégdelétée dans le syndrome d’Angelman. Une
étude a testé si les génes codant pour les sotésuthi récepteur GABA(A), les récepteurs
GABA(B) et les canaux G4 voltage-dépendants du cerveau, ainsi que les gearedidats se

trouvant dans la région 8924 pouvaient étre imgiiqdans I'EAE. Pour cela, une analyse par
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linkage a été menée dans 33 familles nucléairasgt\dept des vingt-neuf génes testés de la
région 8g24 ont été exclus comme étant le locuseunajle 'EAE dans ces familles. Des
evidences de liaison ont été observées EAECNG3sur le chromosome 16p12-p13.1 codant
pour un canal Ca voltage-dépendant ainsi que pour un cluster degyéndant pour des sous-
unités du récepteur GABA(A)GABRAS GABRB3 GABRG3 se situant sur le chromosome
15911-g13. Un haplotype particulier du promoteurGREBRB3a été retrouvé associée a 'EAE
dans une étude de trios (Urak et al. 2006). Cdtedgenforce le précédent résultat qui proposait
GABRB3comme un candidat potentiel au développement El&H. Une autre étude a fait de
méme en montrant que plusieurs variants du g&AENG3ont été retrouves statistiguement
associés a la maladie dans des familles nucléde@qgsatients EAE (Everett et al. 2007b). Trois
études chinoises ont montré une association pesitre I'EAE et des variants du géne
CACNA1H qui code pour la sous-unité du canal calcique3@a (Chen et al. 2003 ; Liang et al.
2007 ; Liang et al. 2006). Récemment, un polymamiei non-synonyme dans le gebeCN2

qui code pour un canal chlore exprimé dans le eerva été trouvé associé a 'lEAE dans une
cohorte de familles nucléaires (Everett et al. 2)0Par conséquent, tout comme pour 'EMJ, la
combinaison des variants geénétiques découverts dassdifférents genes de susceptibilité

pourrait avoir un effet majeur sur le phénotype miesades.

1.7 La génétique des épilepsies

1.7.1 Les épilepsies généralisées idiopathiques (EGI)

Environ 30% des patients épileptiques présenterg wgause acquise, tels qu’un
traumatisme cranien, une attaque, une tumeur corenme Iésion congénitale (Annegers 1996).
Les 70% restant sont des cas définis d'un poinvue clinique et électroencéphalograpique
comme des épilepsies « idiopathiques », ou legdestgénétiques sont la cause apparente, tout
comme d’'autres syndromes moins bien définis (Hezbmal. 2007). Parmi elles, les EGI sont
caractérisées par des crises généralisées réasrddé plus, ces crises généralisées ont une

expression EEG généralisée, bilatérale, synchreee des décharges symétriques.
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Comme décrit dans le chapitre précédent, il exisde EGI monogéniques, qui sont
clairement génétiques, et des formes complexesaqmportent des composantes polygéniques et
environnementales. Il existe en fait un continuullana des épilepsies monogéniques avec

pénétrance compléte, a celles a composante enemuemtale prédominante. Ceci a été illustré

par I'équipe d’Heron (Heron et al. 200Fidure 5.

Figure5 Représentation du continuum entre les EGI moriggés pures et les EGI

environnementales pures (Heron et al. 2007)

Heritable epilepsies —

Environmental epilepsies ——

Une des difficultés dans I'étude de la génétique BEI est la variabilité du phénotype.

Par exemple, un patient atteint d’EGI, avec undgeébut durant I'adolescence, est susceptible
de présenter une épilepsie myoclonigue juvénilecawu sans absence a lI'adolescence et/ou crise
tonico-clonique généralisée. Ces syndromes montrexistence évidente de chevauchements
entre les différents types de crises. De plusmembres de la famille, d’'un patient atteint d’'une
EGI, ont un risque important de souffrir eux aussne EGI, mais cette derniére difféere souvent
de celle du cas-index. A I'heure actuelle, la ielafjui existe entre les syndromes des différentes
EGI, au niveau du phénotype/génotype, reste inaanitequipe de Durner a énoncé une
hypothese : « il pourrait exister un gene commuiowdes ces formes d’épilepsies, et d’autres
genes seraient nécessaires a I'expression de &dmahinsi qu’a la différentiation en syndromes
épileptiques spécifiques » (Durner et al. 2001)e datre hypothése a prendre en considération est
la suivante : un gene spécifique pourrait étre igugl dans un syndrome particulier et pas dans un

type d’épilepsie particuliere, car cette derniezatgprésenter plusieurs syndromes.
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La plupart des géenes impliqués dans les EGI onidétgifiés dans des formes familiales
ou les phénotypes sont similaires a ceux des EGiaotes. Bien que la plupart des syndromes
épileptiques familiaux montrent une hérédité auttale dominante, celle-ci n’est pas observée
dans les EGI communes. Cependant, les similitulileisjwes entre EGI a hérédité mendéliennes
et a hérédité complexe permettent de penser qusteeaussi une composante génétique dans ces
derniéres (Hirose et al. 2005). De plus, les gelgenuverts grace aux formes familiales ont une
importance potentiellement grande, car ils sontliopgs dans une large gamme de désordres
épileptiques et de types de crises, tout comme dasssyndromes rares (Gourfinkel-An et al.
2004).

Il est apparu a la fin des années nonante que ®&sathérédité mendéliennes pouvaient
appartenir a la famille des canalopathies (Santed.2000). Ces derniéres sont des maladies
dues a des dysfonctionnements de canaux ioniqugeapoquent, dans des tissus excitables, un
dérangement périodique de la fonction rythmiquergGs2003).

Un article de revue de 2007 dresse une liste chlogitue des différents génes connus
jusque-la et impliqués dans les EGI humaines. éki/fait état de 19 genes impliqués dans 14
syndromes d’EGI : les premieres découverte€EHRNA4 KCNQ2 KCNQ3et SCN1Bont établi
les bases des canalopathies. Elles ont été repfopa les épilepsies monogéniques &€k 1A
CHRNB2 GABRG2 SCN2A GABRA1 CLCN2et CHRNAZ2 mais aussi grace a des genes codant
pour des protéines qui participent au fonctionndndencanaux ionique$,Gl1 et EFHC, ou la
relation au transport d’'ions est peu claire. Lecemt de canalopathies a été étendu aux EGI a
hérédité complexe grace a lidentification des geme susceptibilité suivantCACNA1H
GABRD KCND2etGABRB3(Heron et al. 2007)Table 3.
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Table 3 Genes de susceptibilité pour les EGlI monogéniguesraplexes

(Heron et al. 2007)

Gené) Syndrome’) Year of Discovery

Monogenic channelopathies:

CHRNA4 ADNFLE 1995

KCNQ2 BFNS 1998

KCNQ3 BFNS 1998

SCN1B GEFS 1998

SCN1A GEFS/(SMEI)  2000/(01)

CHRNB2 ADNFLE 2000

GABRG2  CAE/FS/IGEFS 2001

SCN2A GEFS?/BFNIS  2001/02

GABRA1 ADJME, CAE 2002/06

CLCN2 IGE 2003

CHRNA2 ADNFLE 2006

Monogenic, closely aligned with channelopathies:

LGI1 ADPEAF 2002

Monogenic, relationship to ion transport unclear:

EFHC1 JME 2004

Monogenic, associated with other paroxysmal disstde

CACNA1A CPS, GTCS 2004

ATP1A2 BFIS 2003

Complex, components of polygenic channelopathies:

CACNA1H CAE, IGE 2003/04

GABRD IGE, GEFS 2004

KCND2 TLE 2006

GABRB3 CAE 2006

% Genes:CHRNA4 acetylcholine receptor subuni4; KCNQ2KCNQ3 potassium channel subunits;
SCN1B sodium channefl subunit;SCN1A sodium channetrl subunit;CHRNB2 acetylcholine receptor subunit,
S2; GABRG2 GABA, receptor subunii2; SCN2A sodium channed2 subunit;GABRA1 GABA, receptor subunit
al; CLCN2 chloride channel gene ZLHRNAZ acetylcholine receptor subuni?2; LGI1, leucine-rich, glioma
inactivated 1 geneEFHC1, protein with an EF-hand motifACNA1A a subunit of the P/Q type &achannel;
ATP1A2 a2 subunit of the N4K* transporting ATPaseCACNA1H Ca,3.2 T-type C& channel;,GABRD GABA,
receptor subuniv; KCND2 K,4.2 asubunit voltage/gated potassium channel of the shafamily; GABRB3

GABA, receptor subunjt3.

®) Syndromes: ADNFLE, autosomal dominant nocturmantal lobe epilepsy; BFNS, benign familial
neonatal seizures; GEESgeneralized epilepsy with febrile seizures pISB8JEl, severe myoclonic epilepsy of
infancy; CAE, childhood absence epilepsy; FS, fetseizures; BFNIS, benign familial neonatal-infenseizures;
ADJME, autosomal dominant juvenile myoclonic epfigp IGE, idiopathic generalized epilepsy; ADPEAF,
autosomal dominant partial epilepsy with auditagttires; JME, juvenile myoclonic epilepsy; CPS, plax partial
seizures; GCTS, generalized tonic-clonic seizufe&, temporal lobe epilepsy.

L’approche privilégiée des premieres études detgpreedes épilepsies se basait sur les

syndromes épileptiques décrits par la classificatidernationale. Mais vers la fin des années
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nonante, il a été découvert une famille particali@ui ne correspondait a aucune catégorie de la
CIESE fFigure 6. C'est ainsi qu'a été reconnu un nouveau syndroraeimé Epilepsie
Généralisée avec Convulsions Fébriles Pla@sngralized epilepsy with febrile seizures plus
GEFS) (Scheffer and Berkovic 1997).

1.7.2 Les épilepsies généralisées avec convulsions fésilplus (Generalized

epilepsy with febrile seizures plus — GEFS

Comme évoqué ci-dessus, la grande famille, avdepispés généralisées et convulsions
fébriles, décrite par le groupe de Scheffer a migwdence deux problemes posés par la CIESE
de 1989. Premierement, certains phénotypes obsdarés cette famille ne correspondent pas a
ceux décrits par la classification internation&le,particulier les épilepsies généralisées associée
aux convulsions fébriles. Deuxiemement, la CIESEcescue pour diagnostiquer uniqguement un
individu et pas une famille dans son ensemble,|agsti possible d’observer des phénotypes
hétérogenes.

Selon la classification de 1989, comme décrit ptéoément, les CF sont limitées a la
petite enfance (1 a 5 ans). Elles sont associées &pisode de fievre et & un risque peu élevé
d’épilepsies a début plus tardif. Pourtant, Schiefteal ont décrit de nouveaux phénotypes liés
aux CF grace a cette famille particuliere. Cettenidee est originaire du Royaume-Uni. Des
mariages entre consanguins sont survenus a plssigonises, mais leur nature est incertaine. Les
auteurs ont désigné unneyau familial» qui a immigré en Australie. Dans ce noyau, sdals<
phénotypes ont pu étre décrit grace a la CIESEpil€psie myoclonique-astatiqUEMA) et les
CF. Les quatre autres phénotypes, touchant 15 emkad 18, ne pouvaient pas étre décrits par la
CIESE.

Voici ces nouveaux phénotypes :

(1) les convulsions fébriles pludeprile seizure plusFS’) est le phénotype le plus
commun de la famille. C’est un syndrome épileptiggain (bonne réponse au traitement, pas de
retard psycho-moteur associ€) caractérisé parétpiéntes crises généralisées tonico-cloniques
associées a des épisodes de fievre, mais de serpémitardive que les CF typiques (6 ans et au-
deld) ;

(2) les convulsions fébriles plus et absencesbr{le seizure plus and absenges

associant chez un méme sujet absences’et FS
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3) les convulsions fébriles plus et crises myoclonggifebrile seizure plus and
myoclonic seizurgsest le troisiéme phénotype, ol des crises myaples et des FSsont
présentes chez un méme patient ;

(4) les convulsions fébriles plus et crises atoniquebri{e seizure plus and atonic
seizure}, ol le malade souffre de F&t de crises atoniques.

Par conséquent, dans cette famille, les phénotyipesrvés chez les membres atteints sont
hétérogenes et généralisés. De plus, aucun syndetmoieo-clinique typique des EGI, telles que

'EAE, I'épilepsie absence juvénile ou 'EMJ, n’a ptre rencontré.

Figure 6 Arbre généalogique duoyau familial- hétérogénéité des phénotypes épileptiques
(Scheffer and Berkovic 1997)

FLEY ﬁj??

vill é&)ﬁb’lﬁhﬂb 1lﬁ‘ij) e)lﬁé) (5

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 2B 29 30 81 32 33

LEGEND: [] Unaffected male B Febrile Seizures [[] FSt and myoclonic seizures
(O Unaffected female [] Febrile Seizures Plus (FS*) [ FSt and atonic seizures
[] Unwitnessed seizures  [@] FS+ and absences [] Myoclonic-astatic epilepsy
/ Deceased %, Proband

Bien gu'’il n'y ait pas de relation apparente emé® phénotypes de cette famille, les crises
épileptiques semblent suivre un modéle autosomailrtint a travers les générations. Le manque
d’événements épileptigues chez certains individesit pétre expliqué par une pénétrance
incompléte (89%).

A la vue de ces phénotypes hétérogenes, les auésuomnt regroupés sous le concept de
syndrome génétique unigeel’ont donc nommeé Epilepsie Généralisée avec Glsions Fébriles
plus (Generalized Epilepsy with Febrile Seizures pBEFS). Ce nouveau syndrome comprend
un spectre clinique de phénotyp&g(re 7 comprenant des crises fébriles classiques, dés FS

FS et absences, F8t crises myocloniques, F&t crises atoniques et des EMA.
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Figure 7 Spectre clinique de GEF$Scheffer and Berkovic 1997)

Febrile Seizures Plus (FS*)

FS+ and Myoclonic Se
y

Une seconde étude, ou 9 familles ont été étudestsyenue confirmer la découverte du
nouveau syndrome GEFSDans ces familles, la maladie se transmet de énardutosomale
dominante avec une pénétrance de 60%, qui estbplsse que pour la premiere famille. Cette
publication permet d’étendre le spectre des GERSec I'apparition du phénotygeS et ELT
(Singh et al. 1999). Malgré une hérédité en domieaprobable dans ces deux études, une
hérédité polygénique ou multifactorielle était esageable. Ainsi, ces deux articles ont ouvert la
voie aux études de larges familles qui ont permigésoudre la base génétique moléculaire de

certains syndromes épileptiques.
GEFS' de type 1

La premiére étude de liaison génétique a été effectians une famille GEF@vec une
transmission autosomale dominante, une pénétramc@® et un taux de phénocopie de 3%
(Figure 8. Il a été mis en évidence une liaison avec l@mimsome 19g13.1 (Wallace et al.
1998).
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Figure 8 Arbre généalogique de la famille GEESWallace et al. 1998)
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Cette région contient différents genes candidaist b géne codant pour la sous-uifiie
du canal sodique voltage-dépenda®CN1B qui est exprimé dans le cerveau, les muscles et |
cceur. Une recherche de mutations dans ce géene ann@igidence une mutation qui change un
résidu cystéine conservé en un tryptophane (Cl2é&wW\frovoque ainsi la rupture d’'un pont

disulfure, qui normalement permet le repliementadgartie extracellulaire de la protéine.

Figure 9 Rupture du pont disulfure daB€N1Bprovoqué par C121W (Wallace et al. 1998)

La co-expression de la sous-unfié¢ mutée avec une sous-uniiénormale dans des
ovocytes deXenopus laevia démontré que la mutation interférait avec laacd@ que posséde la
sous-unité3 de moduler la cinétique du canal. Cette interféeegectraduit sous forme de perte de

fonction (Wallace et al. 1998). Cette observati@mnt appuyer I'hypothése que les EGI sont une
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famille de canalopathies et que d’autres génesntquaur des sous-unités de canaux sodiques
pourraient étre impligués dans des CF et des d&pdepgénéralisées a hérédité complexe.
Quelques années plus tard, la méme équipe a nésiéance la méme mutation &N1Bdans
une seconde famille (Wallace et al. 2002). D’aufeesilles avec mutations d@CN1Bont été
décrites depuis : une délétion de 5 acides amirds da partie extracellulaire d8CN1B
provoquant un transcrit aberrant avec une pospiiee de fonction dans une famille (Audenaert
et al. 2003) ; C121W a été retrouvé dans 2 familRB5C et R85H chacune dans une famille
(Scheffer et al. 2007).

GEFS' de type 2

Une année aprés la publication du premier locus $5EH second locus a été découvert
sur le chromosome 2 dans deux familles francaisgsultanément. La famille décrite par
Moulard et coll. comprend six membres atteints dses fébriles typiques isolées et cing
membres présentant des crises fébriles assocides eérises tonico-cloniques généralisées. Dans
cette famille, le mode de transmission de la maladt de type autosomal dominant. De plus, la
pénétrance du trait parait étre plus élevée que anfamilles GEFSrapportées précédemment
(90%) Figure 10.
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Figure 10  Arbre généalogique de la famille GERMoulard et al. 1999)
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® Patient GEFS:; @ Patient avec CF isolées

Le locus incriminé se trouve en 2¢g24-933 et s'égnd30 cM. Un cluster de trois genes
est localisé dans cette région. Ces génes codent ges sous-unités de canaux sodiques
(SCN1A 20924 ; SCN3A 20g24.3 etSCN2A 2q31). La découverte de ce locus confirmait
I'hétérogénéité génétique des GERBloulard et al. 1999).

La seconde famille liée au chromosome 2 a été déctmupar Baulac et coll.. Dans cette
famille, les malades présentent des phénotypes viaéisbles comprenant aussi des crises
partielles. La maladie, la aussi, se transmet @enfaautosomale dominante avec pénétrance
incompléte. Il est a noter que les familles de GEB8uvent comporter un taux élevé de

phénocopies, car les CF affectent 2 a 5% des enéautite 6 mois et 6 anBigure 11
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Figure 11  Arbre généalogique de la famille GERSBaulac et al. 1999)
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Le locus incriminé se trouve a la position 2g21-q2e&tte région, longue de 22 cM,
comprend un géne de plus que dans la famille pegtétECN3A(Baulac et al. 1999).

Un an plus tard, le groupe de Lopes-Cendes a affdi@nalyse de la premiere famille
GEFS décrite par Scheffer et al.. La localisation esiéme que pour les 2 familles francaises:
2023-31. Cet intervalle de 29 cM inclut le clusdergenes codant pour des sous-unités de canaux
sodiques et un cluster de génes codant pour demixgotassiques. Cette région incriminée
comprend également le ge@AD1 qui code pour une enzyme impliguée dans la syntdése
I'acidey-aminobutyrique (GABA) (Lopes-Cendes et al. 2000).

Aprés ces trois publications, I'hypothése la pltsisemblable était que les GEF&aient
déterminées par un seul gene a effet majeur lécalis le chromosome 2. Ce nouveau locus a été
nommé GEFSde type 2.

Les deux premiéres mutations au locus a GERSit été trouvées dans le géEN1A
dans les familles francaises décrites précédem(imsatyg et al. 2000). Ce gene code pour une

sous-unitéa du canal sodique voltage-dépendant. Cette sowg-ast faite de quatre domaines
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homologues (D1-D4) et chacun d’eux contient sixnsEgs transmembranaires (S1-S6).
Thr875Met est la mutation présente dans la farddlerite par Moulard et coll.. Elle est localisée
dans l'interface intracellulaire du segment D2S4g1648His est la seconde mutation présente
dans la famille de I'équipe de Baulac et coll..I€&el se trouve dans le segment D4S4. Ces deux
mutations sont localisées dans le segment S4,antient de hombreux acides aminés chargés
positivement et ont un role dans I'ouverture duepdu canal sodique (Escayg et al. 2000).

Figure 12  Mutations Thr875Met et Arg1648His localisées dBA$4 et D4S4 dSCN1A),

respectivement (Escayg et al. 2000)

ThrE75Met

¥ Le canal sodique voltage-dépendant consiste eninimum d’une sous-unité et d’'une sous-unit@. La
sous-unitéa peut former a elle seule des canaux fonctionneisnd elle est exprimée dans les cellules de
mammiféres. Elle contient toutes les caractérissgstructurelles, tels que le pore conducteur d)ites senseurs de
voltage ainsi que les barrieres d’activation ehalitivation. Les sous-unitgspossedent uniquement des propriétés
pour la modulation du canal (Lerche et al. 2001)

Apres les deux premieres mutations rapportéesldariamilles francaises, d’autres études
ont montré que les mutations d&8GN1Aétaient les plus souvent responsables de GE&8que

soit I'origine ethnique des familles étudiegalfle 4.
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Table 4 Mutations deSCN1AImpliquées dans des familles GERS)

Référence ExonMutation Acide aminé Pays/Origine ethnique
Escayg et al., 2000 15 C2624T Thr875Met Franceulitd et al. 1999)
Escayg et al., 2000 26 G4943A Argl648His Francl(&c et al. 1999)
Escayg et al., 2001 18 T3610C Trpl204AAdlemagne

4 A563T  Aspl88Val Australie (Lopes-Cendes et ab®0
Wallace et al., 2001b 21 G4057C Val1353LeuAshkénaze
26 C4968G llel656Met Druze
21  T4283C Vall428Ala

Japon

26 C5054T Alal685Val
Abou-Khalil etal., 2001 19  A3809C Lys1270Thr USA
24  C5021T Alal674Vval 3
21  T4250C Vall41l7Ala
] 13 A2336G Tyr779Cys ]
Annesi et al., 2003 Italie

26  T5522C Metl841Thr
Spampanato et al., 2004 26 G5596T Aspl866Tajie
Pineda-Truijillo et al., 200526 A5213G Aspl742GlyColombie
Nagao et al., 2005 26 G5569T Val1857Le&apon

Hindocha et al., 2008 26 T5600C 11e1867Thr UK

Sugawara et al., 2001a

Ito et al., 2002 apon

® par ordre de publication

En 2001, Sugawara et al. ont rapporté la découvkutee mutation dans le geBE€N2A
chez un patient souffrant de CF associées a dessaiebriles. Ce proband est issu d’'une famille
GEFS, ou le pére, I'oncle paternel, la mére et la tantdernelle ont souffert de CF dans leur
enfance. La mutation résulte en un changementdé'aniné (R187W) dans la sous-umité'un
canal sodique voltage-dépendant de type Il. Cetiation provoque une inactivation du canal
plus longue que la normale et prolonge I'état dusercanal. Ceci aurait pour effet I'augmentation
de l'influx de NA et cela renforcerait I'hyperexcitabilité neurongle induirait I'activité des crises
(Sugawara et al. 2001). Par la suite, cette mutatieté testée dans une étude cas-témoins, ou la
population de cas incluait des GEF®lais elle n'a pas été retrouvée. Par conséqoette, étude
n'a pas mis en évidence de relation entre la narta®187W deSCN2Aet GEFS (Nakayama et
al. 2002b). Ce locus n’a pas recu de dénominatiternationale.

GEFS' de type 3

Apres la publication des deux premieres mutati@S@N1A le groupe de Baulac a étudié
une nouvelle famille francaise GEFfBe au chromosome 5q34. Dans cette région, sedran
cluster de génes qui codent pour des sous-unitégadypteur GABA (A), qui posséde des sites
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spécifiqgues pour le GABA, les benzodiazépines blbituriques ainsi que les stéroides. Apres
séquencage du ge@ABRG2 qui code pour la sous-unij du récepteur GABA(A), la mutation

Lys289Met a été mise en évidence. Elle co-ségrége la maladie dans cette famille GEFS

Figure 13  Arbre généalogique de la famille GEBYBaulac et al. 2001a)
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Cette mutation est localisée dans la boucle e)didaiee entre les segments
transmembranaires M2 et M3.

Figure 14  Mutation Lys289Met de la protéine GABRG2 (Baulaale2001a)
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Selon les auteurs, cette mutation provoqueraithaigse d’amplitude des courants activés
par GABA. Cette publication a permis de définir BEFS de type 3 liés au gen8ABRG2
(Baulac et al. 2001a).

Une seconde mutation da@GsABRG2a été mise en évidence dans une famille avec deux
phénotypes principaux : EAE et CF. Cette famillest’ pas une GEFStelle que décrite
initialement. Elle présente les caractéristiquasd’ famille EGIl. La mutation R43Q, présente
dans cette famille, abolit vitro I'action des benzodiazépines sur le récepteur GA&¥ elle
empéche 'assemblage correct de la sous-yRitéu récepteur. Selon les auteurs, cette perte de
sensibilité aux benzodiazépines indiquerait que deslozépines pourraient avoir un role
physiologique dans la prévention des CF et desnabsgWallace et al. 2001)

Une troisiéme famille GEFSle type 3 a été décrite et pour la premiére feiphénotype
d’épilepsie myclonique sévére du nourrisson (SME&té rapporté chez le proband. La mutation
Q315X, retrouvée dans la famille, induit un coddopsprématuré au niveau de la boucle
intracellulaire entre les troisieme et quatriememdmes transmembranaires de GABRG2.
Lorsque cette protéine mutante est exprimée damswkytes dXenopus laevida sous-unité?2
est completement abolie et la protéine est retelams la lumiére du réticulum endoplasmique.
Par conséquent, cette découverte renforce l'intdicales récepteurs GABA(A) dans I'épilepsie.

Il est intéressant de noter la position et/ou {&g& de la mutation de la sous-unité du récepteur
GABA(A) pourrai(en)t déterminer le spectre des migpes épileptiques (SMEI, GEESEAE,
CF) (Harkin et al. 2002).

GEFS' de type 4

Un nouveau locus pour les GEFSété découvert dans une famille belge non-consaag

avec CF et épilepsiéigure 15.
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Figure 15  Arbre généalogique de la famille GEBSAudenaert et al. 2005)
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2 Crises épileptiques@ Patient avec CF

Une analyse pangénomique a identifié une régionlidate de 3,24 cM (4,2 Mb) sur le
chromosome 2p24. De plus, I'analyse de 50 famdisnéme origine ethnique, avec au moins un
malade souffrant de CF a confirmé ce nouveau ldeususceptibilité en le réduisant a 2,14 cM
avec les microsatellites flanquant D2S1360 et D232®1ais malheureusement, aucun gene lié a

la maladie n'a été trouvé (Audenaert et al. 2005).
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GEFS' de type 5

OMIM (*137163) rapporte un cinquiéme type de GERR@Ns une petite famille liée au
chromosome 1g36.3, ou la mutation hétérozygote GlAlR du genéGABRD qui code pour la
sous-unité du récepteur GABA (A), provoque une diminutionl@enplitude du courant de ce
récepteur. Dans cette famille, la mere saine peségdlement cette mutation hétérozygote. Par
conségquent, les auteurs suggeéerent que Glul77AtedeGABRDest un variant de susceptibilité

pour la maladie (Dibbens et al. 2004).

Figure 16  Arbre généalogique de la famille GEBSDibbens et al. 2004)
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GEFS' de type 6

Tres récemment, une équipe francaise vient de guhlne nouvelle localisation
chromosomique pour le syndrome GERBaulac et al. 2008). lls ont procédé, dans 5 lfami
francaises GEFS a une analyse d’exclusion des loci FEB et GE@&&a publiés. Tous les lod
scores se sont avérés négatifs. Par conséquenttiksffectué une analyse pangenomique de la
famille qui présentait le lod score théorique lespélevé. lls ont mis en évidence une région de 13
Mb localisée sur le chromosome 8p23-pEigre 17A. Sur les quatre familles restantes, une
seule est aussi liée a cette région. La localisagi un peu différente et fait 12 Mb, mais il yra
chevauchement de 7,3 Mb avec la région de la prenfamille Figure 17B8. Ces résultats
suggerent, pour ces deux familles, une liaison @menlocus. Mais leurs combinaisons alléliques

différentes excluent un ancétre commun.
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Arbre généalogique des familles GEE$Baulac et al. 2008)

Figure 17

) Fabelo saizures

L T g

é D D e T e D

g
3
| o]

L]
-

e 0 b e
A S AT O - T oS o 0 e
T L LT ey |

|
|- r~
[ U e e 0 B T R

= rn s e ananmaa e

a.n.uni.-s;i_x1a.aﬂi

i

!1551!!!5&!!15!!
— it e i

8 e e o 0
o e mw et w e e w i m—
- i
|l inie— mimed i
[=min = oo o 0 = oo @ e

o
] 40 = AT e 3 T 3 D O O D G

- '

e e L L e L L L)

|351ﬂl|325!|2{31

i e etk

7 e e S 60 e 3 e

o
_ L B W T P —

| I_?J24|?|6$4?2|513

D e e i e B S

lS!IUllERESI&EBS
-

B e

...;ﬂﬂ%ﬁﬂﬂﬂﬂﬂﬂuﬂJw

liaﬂl

v
S P e e

R T A M T

0 o e ) e Y

| BN S S W e B U

1= AT o e D

T Y e S ) O A 3 D D

s

E]
—~,

T e O T T

W N e E S N R

; T
[romm e nam e s

N

+

e e Lk Dt e L i)

1 e 3 3 P 3

N O S P W e D AT

BT e G e T TS

Oy

Seitures

. Unaffected
T Decoased

WD Febrile zeipares
0 Afsbeile seizures
W@ Fabirile and slebirile
"1 Male

» |
B e o B

o — e

LAt e

Euf o s

f!!f17!23

o i e

L L

B s el

= 4 5 e

(e ) =

.

e i — o —

Gkt
11¢i1&21
il

ery £ 0 o

D S O e Y D

B e L o

A T 0 W T e

T e P 0 T P 0 W
i * i |

[,

Ll 1 2 e 3 o 0

Femals

7

amsegéniques connues, mais aucun

7z

La région chevauchante de 7,3 Mb contient 80 s

s

7

7

dant pour un canal ionique ou un neurotrattear. Les auteurs ont, en priorité, séquence

BN

gene co



12

six genes exprimés dans le cerveau, mais aucungtiorun’a été trouvée. Par conséquent, ces
deux familles n’ont pas révélé de nouveaux génesideeptibilité pour le syndrome GEES

Dans la littérature, il existe plusieurs équipes ant testé les loci et les genes liés aux
différents types de GEFSCertains ont utilisé I'analyse de liaison géndtigBonanni et al.
2004 ; Gerard et al. 2002 ; Lerche et al. 2001Im&e et al. 2008) alors que d'autres ont
uniquement séquencé les exons ou se trouvaiemuégtions les plus fréquemment rapportées
(Mrabet et al. 2007). Aucune de ces équipes nlavikale nouvelles mutations. Par contre, il est a
noter que toutes ces études rapportent une gramdesite de phénotypes dans les familles de
GEFS. Il est aussi intéressant de constater que lesopyiges de certaines familles rapportés par
Bonnani et coll. incluent des crises focales. Paiséquent, les phénotypes des EGI et des GEFS
peuvent se chevaucher dans certaines familles,ucesuggérerait un meécanisme génétique

commun (Bonanni et al. 2004).
1.7.3 Epilepsie myoclonique sévére du nourrisson

L’épilepsie myoclonique sévere du nourriss@evere myoclonic Epilepsy of Infaney
SME, qui est résistante a toutes formes de traitensedté décrite pour la premiére fois par
Dravet (Dravet 1978). A cause d’antécédents familia’épilepsie chez les patients SMEI,
I'équipe de Singh a publié une étude qui montreSMEI est associée a une histoire familiale de
crises chez 50% des patients. Les membres affeldéses familles présentent un spectre
phénotypique de crises ressemblant a celui dedlésnGEFS. Par conséquent, SMEI pourrait
étre considéré comme le phénotype le plus sévére ldaspectre des GEF&Singh et al. 2001).
Ces conclusions ont été soutenues par la publicdtda troisiéme famille GEFS ou le proband
souffre de SMEI (Harkin et al. 2002). Mais aussi ppae seconde équipe qui a confirmé que dans
I'histoire familiale d'un patient SMEI, il y a umyrcentage plus élevé de parents épileptiques que
dans les familles de personnes saines. Cette étpdemis de mettre en évidence que 10% des
mutations deSCN1Asont héritées de parents asymptomatiques ou megeamt affectés. Ceci
suggere un mode héréditaire complexe du phénotiiel §ui correspondrait a une mutation a
effet majeure modulée par une contribution polygeei Les données de ces cas familiaux
indiqueraient, par conséquent, une pénétrance kass®e expression variable du phénotype. Ceci
placerait donc ces familles a l'intérieur du sped's GEFS(Nabbout et al. 2003).

Aujourd’hui, il est reconnu quBCN1Aest le gene majeur responsable pour SMEI. Claes
et al. ont publié la premiére étude rapportantrdetationsde novodansSCN1Achez des patients
SMEI. La fréquence des mutations 8€N1Adans cette cohorte belge était de 100% (Claeks et a
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2001). Pourtant, d'autres études de différents paygevu a la baisse ce premier chifffalfle
5).

Table 5 Taux de mutations dar®CN1Achez les SMEI

Référence Pourcentage Pays

(#patients avec mutation /#patients total)

Claes et al., 2001 100 (7/7) Belgique
Sugawara et al., 200271.4 (10/14) Japon

Ohmori et al., 2002 82.7 (24/29) Japon

Fujiwara et al., 2003  85.7 (30/35) Japon

Claes et al., 2003 100 (9/9) Belgique
Wallace et al., 2003 33.3(8/24) Australie-Canada
Nabbout et al., 2003 35.5 (33/93) France-Italie
Fukuma et al., 2004  44.8 (26/58) Japon

Harkin et al., 2007 79 (52/66) Etude multicentre

Dans les études européennes, le taux de mutatpendéortement des expérimentateurs.
Par conséquent, ces différences ne sont certainepsn dues a l'origine ethnique ou aux
conditions géographiques des patients, mais pktt stricte définition du phénotype et des
criteres d’inclusion des malades.

Sugawara et al. ont montré que les mutations ré@g®dans les familles de GEF®nt
des mutations faux-sens. Celles-ci provoquent gégr@ent une augmentation de l'influx d’ions
sodiques. Par contre, les mutations les plus ctesaites patients SMEI, sont des mutations non-
sens et tronquantes. Ces dernieres pourraient guevaine baisse de l'influx d’ions sodiques. Il
existe aussi des mutations tronquantes de protginesentes chez les patients SMEI. Elles
provoguent une incurabilité de la maladie, alore s mutations faux-sens du méme gene chez
les GEFS créent des phénotypes beaucoup moins extrémesw@rm et al. 2002). La méme
eéquipe a aussi montré que des mutations de paBE engendrent des canaux mutants avec
des courants sodiques entrants remarquablemenuést®u a peine détectables. Ceci indique que
ces mutations aménent a une perte de fonction etrilcoeraient au développement des
phénotypes des SMEI (Sugawara et al. 2003). Uneerev recensé des mutations SIEN1A
présentes chez des patients SMEI, GE&SCF. Les résultats ont montré que le spectréqcie
des mutationsSCN1Aallait des CF & SMEI en passant par les GE&Sconfirment ainsi que
SMEI est la forme la plus sévére du spectre (Ceahasnet al. 2004).

La plupart des mutations retrouvées chez des pat®MEI sont des mutatiortee novo

c’est-a-dire non-présentes chez les parents. Raouphusieurs équipes ont mis en évidence un
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mosaicisme cellulaire pour des mutati®@@GN1Achez des parents de patients SMEI. Gennaro et
ses collegues ont montré une premiére famille oméae, qui a souffert de CF dans I'enfance,
posseéde un mosaicisme somatique pour une mutaiine SCN1Aprésente chez ses enfants
malades. Dans la deuxiéme famille, décrite paedauipe, la mere saine montre un mosaicisme
confiné a ses cellules germinales. Ces indicat@gmontrent qu'un enfant souffrant de SMEI
avec une « mutatiode novo» peut étre, en fait, le descendant d’'un parent masafGennaro et

al. 2006). Dans le méme temps, une deuxieme éqopérme ce résultat en publiant deux
familles caucasiennes avec des mosaicismes somsgerminaux (Depienne et al. 2006). Un
troisieme groupe démontre que ce phénomeéne exist ehez des malades d’origine japonaise
(Morimoto et al. 2006). Finalement, un quatriemigolatoire a trouvé un mosaicisme dans des
dérivés de cellules ectodermales chez un pere,t ag@rifert de CF, de deux enfants SMEI
(Marini et al. 2006).

Bien que les mutatiorde novade SCN1Asoient considérées comme la principale cause de
SMELI, il a été rapporté d'autres mécanismes gémésigprovoquant la maladie. L'équipe de
Pereira a rapporté le cas d’'une patiente souffilamte épilepsie sévere accompagnée de retards
développementaux et de caractéres dysmorphiquedair®e aspects de son phénotype se
rapprochent de celui des SMEI. Elle présentait aryatype foetal normal. Mais un nouveau
caryotype a été effectué aprés sa naissance étcc@iésentait une délétion a I'état hémizygote
incluant les geneSCN1A et SCN2A out comme pour SMEI, le syndrome décrit ci-despeut
étre considéré comme un phénotype sévére des GPERira et al. 2004).

Cette observation a conduit a envisager I'existaeemicrodélétions indétectables par
simple analyse de séquencage, pour les SMEI satetiomudansSCN1A Suls et al. ont été les
premiers a confirmer cette hypothése. lls ont, danpremier temps, remarqué que ces patients
étaient « homozygotes » pour tous les SNP test@se@ une PCR quantitative appetadtiplex
amplicon guantification(MAQ) et a de I'hybridationin situ par fluorescence (FISH), ils ont
ensuite démontré que des patients SMEI sans mutdéinsSCN1Ane possédaient qu’une seule
copie du gene. Par conséquent, cette haploinsuffisdu gen&CN1Aest une nouvelle cause de
SMEI (Suls et al. 2006). Une deuxieme équipe aiouogf cette observation en identifiant de
nouveaux patients sans mutation d&@N1Aet hémizygotes pour la région 8€ N1A(Madia et
al. 2006).Une troisiéme équipe a rapporté des microdéléti@BCN1Aencore plus courtesdes
délétions exoniques de quelques centaines de pharkases (pb) chez des patients SMEI (Mulley
et al. 2006).

Tout récemment, Mgller et ses collaborateurs oppgeé un patient avec SMEI, chez

lequel aucune mutation ni microdélétion 8€EN1An’avaient été détectée. lls ont identifié une
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translocation équilibre t(2;5)(q24.3,q34¢ novo Le point de cassure sur le chromosome 2g24.3
tronque le gén&CN1A Par conséquent, les auteurs recommandent dedisravestigations sur
des éventuels réarrangements chromosomiques msssihkez des patients sans mutation ni
microdélétion d&SCN1A(Moller et al. 2008).

1.7.4 Les convulsions fébriles (CF)

Comme évoqué plus haut, les CF sont I'événementutsih humain le plus commun. Ce
trouble n’est pas considéré comme une épilepsitaenque telle, mais comme un syndrome
spécial provoqué par la fievre. Bien que le pramosbit généralement bon, les personnes
souffrant de CF, ont un risque plus grand de dépsbdes crises afébriles spontanées. De plus,
13% des patients épileptiques et 11% des patierds BGI ont des antécédents de CF. La
susceptibilité de faire des CF et une épilepsiggéséralement considérée comme non-spécifique
en terme de crises épileptiques et syndromes, ssisiéanmoins trés utile pour I'approche
génétique (Baulac et al. 2004).

De fortes évidences épidémiologiques montrent g@gedF sont associees a des crises
ultérieures afébriles ou non-provoquées. Plusiéacteurs ayant des effets prédisposant a des
épilepsies ultérieures ont été identifiés : desralies développementales, une histoire familiale
d’épilepsies, des CF récurrentes, une breve péritddievre avant la CF ainsi que des CF
complexes (Baulac et al. 2004).

Des études familiales et de jumeaux ont mis eneéde une importante composante
génétique liée a I'étiologie des CF (Corey et 8011 ; Hauser et al. 1985 ; Tsuboi 1987 ; Tsuboi
and Endo 1991). Il faut souligner que dans certaiftemes monogéniques de CF, certains
patients développeraient une épilepsie ultériewmex ain risque plus élevé que les personnes
saines. Dans un certain nombre de familles avesiquits membres malades, les CF récurrentes
ou complexes sont un syndrome communs aux affettése histoire de crises afébriles est
souvent présente (Pal et al. 2003b). Ces phénotjamdiaux suggérent une importante

composante génétiqgue. OMIM fait état de 9 loci ¢jgués liés a ces formes familiales.
FEB1

La toute premiére étude de liaison des CF a étis@ééalans une large famille australienne.
La transmission la plus vraisemblable du trait tétaitosomale dominante avec des taux de
pénétrance et de phénocopie estimés a 60% et J¥ecteement. Un seul locus majeur a été

identifié sur le chromosome 8 a la position 8pl3eRh été dénommiéEB1 avec un lod score
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maximum a 3,40 dans la région flanquée des marqueB88553 et D8S279 (Wallace et al. 1996).

A ce jour, ce locus n’a pas encore été confirmédane autre famille.

Figure 18  Arbre généalogique de la famille FEB1 (Wallacale996)
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Le second locus FEB2 a été mis en évidence dangnamele famille américaine sur le
chromosomique 19p13.3, entre les microsatellite®9391 et D19S395, selon un modele

autosomal dominant avec une pénétrance de 95%ddolat al. 1998)Higure 19.
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Figure 19  Arbre généalogique de la famille FEB2 (Johnsocel.€1998)
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La liaison a ce locus a été confirmé par une akdrepe dans une autre famille présentant
des CF complexes (Kugler et al. 1998). Dans cétlertd’autres familles ont été étudiées mais
aucun liaison, ni avec FEB1 ni avec FEB2, n'a digeovée, suggerant I'existence d’au moins

trois loci (Kugler et al. 1998).

FEB3

Le troisieme locus, FEB3, a été découvert dangyuaede famille originaire de I'Utah. La
maladie se transmet de maniére autosomale domirfalBR&3 se situe sur le chromosome 2g23-

24. Ce dernier est identique a celui incriminé deszZGEFSde type 2 Figure 20.
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Figure 20  Arbre généalogique de la famille FEB3 (Peiffealetl999)
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’ Patient avec CF

Selon les auteurs, tous les membres atteints f@enidle n’ont pas fait de CF au-dela de 6
ans. C’est pour cela qu’ils ne la considérent pamsme une famille GEFSmais comme une pure
famille CF. Pourtant, plus loin, ils rapportent deses afébriles ainsi que des crises partielles
chez certains atteints (Peiffer et al. 1999). Gdés bnt été critiqués par deux équipes, sur la bas
des données cliniques. Cette famille n’est certagre pas une pure CF, mais la quatrieme famille
GEFS?2 liée au chromosome 2 (Moulard et al. 2000 ; Sehet al. 2000).

Récemment, dans une famille italienne comprenamaffettés sur 23, le trait considéré
comme pure CF a été liee au chromosome 2. Une iotuatobablement responsable d’'une perte
de fonction a été trouvée daBEN1A(M145T). Toute comme dans la famille précéderds, |
phénotypes des patients ne sont pas de véritabkes |CF. Par la suite, trois d’entre eux ont
développé une épilepsie afébrile partielle simplecacomme origine le lobe temporal. De plus,
ces trois patients ont aussi souffert de crisetigllas complexes et de crises tonico-cloniques
nocturnes secondairement généralisées (Manteghata2€05). Le phénotype présent dans cette
famille est donc probablement GERS
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FEB4

Nakayama et al. ont effectué une analyse pangémenaigns une famille japonaise. lls ont
rapporté une localisation sur le chromosome 5ql4€ksrésultat a été confirmé par I'analyse
non-paramétrique de 39 familles nucléaires. De,pluse association entre CF et plusieurs

microsatellites de la région a été observée (Nakayet al. 2000)

Figure 21  Arbre généalogique de la famille FEB4 (Nakayamal.e2000)
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202 |206 202] 186 202186 198 206
165 [171 165|179 165|179 181 171
268 |268 268 | 268 268 | 268 258 268
254 [294 254 ] 254 254|254 280 294
262 |254 262 | 242 262|242 246 254
97 | 87 97 | 87 97 | 87 93 87
202 |218 202 ) 202 202|202 210 218
190 178 190 | 194 190 | 194 182 178
271 279 2711273 271|273 273 279
171 171 171171 w7 155 171
106 |114 106 82 106| 82 106 114
229 21 229 ) 225 229|225 229 221
224 222 224 | 222 224|222 222 222
106 102 106 | 102 106 | 102 102 102
386 410 386 | 386 386|386 374 410
146 |156 146 | 152 146|152 146 152
154 151 154|151 154|151 151 151
314 310 314|314 314|314 314 310

Deux ans plus tard, la méme équipe a publié undeétians laquelle le gendASS1
(monogenic audiogenic seizure-suscepjibbutrement appel&PR98a été analysé chez des
patients issus de 48 familles avec CF. Ce géne podeun récepteur couplé a une protéine G
exprimé dans le cerveau, dont le domaine transnamabe lie C&". Une mutation naturelle de ce
gene, qui provoque des crises audiogéniques, mgpédrté chez la souris (Skradski et al. 2001 ;
Skradski et al. 1998). Nakayama et son équipe exgnses 25 altérations MASS1chez leurs



80

cas, mais une seule a été réellement associéeRauRdfte mutation non-sens (S2652X) provoque
la délétion en C-terminal de 126 acides aminés daespetite famille de CF et crises afébriles
(Nakayama et al. 2002a).

Récemment, dans une famille flamande les CF ot& aa&tographiées sur le chromosome
5914.3-g23.1. Cette région recouvre celle rappodérs la population japonaise. Afin de
confirmer ce locus de susceptibilité, 48 familleslldandaises avec CF ont été analysées.
Malheureusement, aucune association significatiseété retrouvée. Une analyse mutationnelle
de MASS1a été effectuée dans la famille liée au locus FER#&uUne mutation n'a été trouvee
(Deprez et al. 2006). Cela signifierait qu’il exigieut-étre dans cette famille un autre gene dans
ou proche de la région FEB4 responsable de la nealad

FEBS

Une équipe francaise a analysé trois familles depGfes non-consanguines avec une
transmission autosomale dominante de la maladiguc@’était pas le cas pour les précédentes
familles liées aux loci FEB1, FEB3 et FEB4, ou amr$ individus souffraient aussi de crises
afébriles (Baulac et al. 2004). Une de ces famalgermis I'identification d’un cinquieme locus,
FEBS, localisé sur le chromosome 6g22-g2dj\ire 22.
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Arbre généalogique de la famille FEB5 (Nabbouwle2002)

Figure 22
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FEBG

Une analyse de liaison pangénomique a été réatladée une cohorte de 59 familles
nucléaires japonaises. Les résultats ont suggérdéiaison des CF au chromosome 18p11.2. Cette
région comprend le gen®PA2, qui code pour la monophosphatase (IMPase) mysitoio2.
Dans le chemin de signalisation du phosphadidytitmdsIMPase est inhibée par le lithium, qui a
un effet pro-convulsant et stimulée par la carbapeme, qui est un anti-convulsivant. Dans la
présente étude, aucune mutation non-synonyme @'a&touverte chez les cas. Pourtant, un
haplotype particulier semble étre associé a la dmaléSelon les auteurs, cet haplotype pourrait
étre associé avec la régulation de I'expressioMPA2, bien qu’ils ne I'aient pas prouvé. Une
autre possibilité serait que la véritable mutattansative se trouve proche du géene et qu’elle soit
en DL avec I'haplotype ¢MPA2. Mais a I'époque, les auteurs semblaient scepdiquer le gene

le plus proche se trouvait a 100 kb (Nakayama. &Cfl4).
FEB7

Récemment, une nouvelle famille avec CF et crigébrides, transmission autosomale
dominante et pénétrance incompléte de la maladie® diée a la région chromosomique 21g22.
Quelques genes de la région codant pour des capaigues ont été séquencés. Mais pour

I'instant aucun géne muté n’a été découvert (Hedeah 2006) Figure 23.
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Figure 23  Arbre généalogique de la famille FEB7 (Hederd.e2@06)
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FEBS8

OMIM (#611277) rapporte un 8 locus FEB sur le chromosome 5qg31.1-33.1. La
premiére famille citée est celle de I'équipe Wadladéja évoquée plus haut dans les GBFS
Comme expliqué auparavant, elle n’est pas une GBESsens strict, car les absences et les CF
ont un age de début et une physiologie distincegrds les auteurs. Elle présenterait donc des
caractéristiques d’'une famille EGI. Pourtant la atioh R43Q deGABRG2a été trouvée chez
tous les affectés. Cette découverte suggere queutation a des effets age-dépendants sur les

différents réseaux neuronaux, ce qui influencept&notypes cliniques distinctBigure 24.
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Figure 24  Arbre généalogique de la famille FEB8 (Wallacele2@01)
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Cette méme mutation a été retrouvée dans une fartile avec CF et absences. Les
auteurs suggerent que le phénotgbsencesst certainement di a l'interaction GABRG2et
d’'un ou d’autres genes dans cette famille, aloeslgyphénotype CF est vraiment di a la mutation
R43Q deGABRG2(Marini et al. 2003).

Une étude mutationnelle dBABRG2 par SSCP dans une cohorte de patients avec
absences, a mis en évidence une mutation dangeudaineur d’épissage. Cette mutation, qui
devrait produire une protéine non-fonctionnelleségrege avec la maladie dans une famille dans
laquelle le pere a présenté des CF isolées etles ehfants des CF et des absences (Kananura et
al. 2002).

Récemment, une nouvelle étude mutationnelleG#8RG2dans une cohorte de CF,
GEFS et absences a identifié une mutation hétérozy@it89G) dans une famille avec 2 enfants
et leur pere souffrant de CF isolées. Dans cettelleg la pénétrance parait incomplete, car le

grand-pére sain porte aussi cette mutation faugs-g&mdenaert et al. 2006).
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FEB9

Le dernier locus FEB connu a ce jour se trouvelswhromosome 3p24.2-23. Dans une
famille le trait est constitué de CF isolée ou ags®a une ELT pharmacorésistante avec sclérose
hippocampique et d’absences. Une étude pangénoraigeequ’une analyse haplotypique de la
famille a montré une liaison au chromosome 3, nedsauteurs ne pouvaient pas exclure un
segment génomique sur le chromosome 18p, qui dstls FEB6, discuté plus haut. Six génes
candidats de la région 3p24.2-23 IBIPA2 du locus 18p ont été séquenceés, et mais aucune
mutation n’a été mise en évidence. Par conséqbiafithout et son équipe suggere que le locus
sur le chromosome 18 pourrait agir comme un genéifraor, alors que le locus sur le

chromosome 3 détermine le phénotype CF de cettidldgiidabbout et al. 2007).

Figure 25  Arbre généalogique de la famille FEB9 (NabbouleP007)
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Le locus FEB9 cl6t les études familiales des CF.nbenbre de loci de susceptibilité
découverts pour cette maladie souligne I'existetted’hétérogénéité génétigue des CF. Comme
évoqué plus haut, les études familiales et de jumemt permis de mettre en évidence une

composante polyfactorielle chez des patients isalsc CF, car chez ces cas, les CF sont



86

considérées comme un trait complexe. C'est pourcpfoi d’essayer d’identifier des génes de
susceptibilité, des études d’association cas-tésnoirt été menées chez des cas de CF isolés.
Voici les études d’associations pour les CF publgéee jour.

» GABRG2- Comme évoqué plus haut, des mutations de ce geinété
décrites dans des familles de GEFBaulac et al. 2001a ; Harkin et al. 2002) et FER8denaert
et al. 2006 ; Kananura et al. 2002 ; Marini et2803 ; Wallace et al. 2001). Une premiére étude
d'association a été effectuée dans une populadiponpise. Deux variants polymorphes de
GABRG20nt été testés. Les résultats statistiquementifsosuggerent que ce gene pourrait étre
un des facteurs de susceptibilité pour les CF (Ghial. 2003b). Une seconde étude d'association
japonaise a testé trois polymorphismes exonigues. fésultats indiquent que ces variations
génomiques ne sont pas significativement impliquizes I'étiologie des CF dans cette cohorte de
malades japonais (Nakayama et al. 2003). Par caoeséqd'autres études de liaisons et
d'associations, dans des populations d'ethniegreiffes, devraient étre entreprises afin de
pouvoir estimer le réle dABRG2dans I'étiologie des CF.

= Interleukine-)5 (IL-10) — IL-1[3 est une cytokine pro-inflammatoire majeure
qui joue un réle dans la réponse inflammatoirexdidvre. Par conséquent elle peut jouer un role
dans le développement des CF. Une premiere étudpparté une augmentation statistiquement
significative de l'allele 2 du promoteur déL-14 (IL-13511T) chez des enfants finlandais. De
plus, cet allele a été assogreé vitro a une augmentation de production d'interleukinédr
conséguent, les patients possédant l'allele 2rgieat avoir une augmentation de réaction pro-
inflammatoire durant un épisode de fievre. Cettactién pro-inflammatoire pourrait étre un
facteur de prédisposition aux CF (Virta et al. 20@he seconde étude a aussi rapporté un résultat
positif dans une population japonaise de CF (Kirale2005). Pourtant, cette association n’a pas
été retrouvée dans les études suivantes : uneiaszomégative a été montrée dans un groupe
allemand de CF (Tilgen et al. 2002). Une autre @@ trouvé un résultat négatif chez des cas
taiwanais (Chou et al. 2003c). Une troisieme éeqaipeublié un résultat négatif chez des CF
d’origine turque (Haspolat et al. 2005). Cette dipemce de résultats est peut-étre due aux
variations ethniques et/ou phénotypiques de la diald sai et ses collegues ont testé les alléles
de I'exon 5 ddL-14. Ces derniers ne seraient pas des marqueursquesgtidans la susceptibilité
aux CF, car aucune association positive n'a été&v&aans leur cohorte de patients japonais (Tsai
et al. 2002b).

= Interleukine-1RA(IL-1RA) — L’antagoniste du récepteur IL-1 est une
cytokine anti-inflammatoire qui entre en compétitiavec IL-PB et IL-1a lors de sa liaison aux

récepteurs IL-1. Toujours le groupe de Tsai a regpme association positive entre I'allele 1 et la
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susceptibilité aux CF chez des patients japonaiai(@t al. 2002b). Pourtant, une seconde équipe
n'a pas confirmeé ce résultat dans leur cohorteuiftiaspolat et al. 2005).

= Interleukine-Ir (IL-1a) — IL-1a est aussi une cytokine pro-inflammatoire.
De plus, elle est I'agoniste de Il3,Lcar ces deux cytokine agissent sur le méme régefit-1.
Le polymorphismelL-10-889 a été testé dans la population turque citéeégemment, mais
aucune association positive n’a été trouvée (Hasgblal. 2005).

= Interleukine-4 (IL-4)- Cette protéine est une cytokine avec des prigégsrié
anti-inflammatoires et qui inhibe la production dgokines pro-inflammatoires, telle qu’lL31
Une étude d’association a testé le polymorphismiérdeon 3 d’IL-4 chez des cas atteints de CF.
Aucune association n’a été trouvée entre ce polghisme et la maladie (Tsai et al. 2002a).

= KCNQ2- Des mutations dans ce gene, codant pour uneusitésdu canal
potassique voltage-dépendant, ont été rapportéssiess CNFB (Biervert et al. 1998 ; Singh et al.
1998). Cette sous-unité contribue au courant Mréaile le seuil bas de I'excitabilité électrique
dans le SNC. Chou et al. ont effectué une étudessd@ation pour investiguer si les
polymorphismes du gen€CNQ2 pouvaient étre des marqueurs de susceptibilité GlexLes
résultats ont suggéré que ces variations n’étgiastde bons marqueurs pour la prédiction de la
susceptibilité aux CF (Chou et al. 2002).

= CHRNA4- Ce gene code pour la sous-urit# du récepteur nicotinique
acétylcholine neuronal. Il a été identifié pour peemiére fois dans I'épilepsie autosomale
dominante nocturne du lobe frontal (Steinlein et1#97). Les mutations découvertes dans ce
géne semblent causer I'excitation neuronale. Reégent, ce géne pourrait avoir un role dans le
développement des CF. Une premiéere étude cas-térdaims une population chinoise a démontré
une association entre le ge@GelRNA4et les CF. Ces résultats suggerent que ce gena gane
tres proche pourrait étre un des facteurs de stibii@ pour les CF (Chou et al. 2003a). Mais
une deuxieme étude dans une population australi®angas retrouvé cette association (Mulley et
al. 2004). Il est important de noter que ces deuges d'associations ont été réalisées dans deux
populations indépendantes. Par conséquent, legaliifes ethniques et géographiques pourraient
expliquer les divergences de résultats (Mulleyl.e2@04).

= CHRNB2- Ce gene code pour la sous-ufifgédu récepteur nicotinique. Le
type de récepteur a l'acétylcholine le plus repnéselans le cerveau semble étre composée des
sous-unitésu4 et 32. Une étude d'association dans une populatiorataise a montré que les
fréquences génotypiques et alléliques n'étaientsfaistiquement différentes dans le groupe de
cas et dans le groupe de témoins (Peng et al. 2004)
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= BDNF (Brain-derived neurotrophic factor Ce gene code pour un facteur
neurotrophique dérivé du cerveau qui augmenteitabitité neuronale. Il est surexprimé dans des
zones impliquées dans I'épileptogenese. Un vad@BDNF, Val66Met, a été identifié et associé
a un trafic intracellulaire et a une régulationsgerétions anormaux de la protéine (Egan et al.
2003). Ainsi, il a été testé dans une étude casitésriaiwanais, mais les résultats ont montré que
ce polymorphisme dBDNF n'était pas associé aux CF (Chou et al. 2004).

= (CSBK1G2- Ce gene code pour I'isoforme casein kinase Igar, qui est
un membre de la grande famille des casein kinag€Kl). Ces dernieres peuvent affecter le
développement du cerveau et étre associées aa t@diculaire, ainsi qu'a la libération des
neurotransmetteurs des petites vésicules synaptiG&BK1G2a été choisi comme géne candidat
aux CF, car il se trouve au locus FEB2 (19p13.3).SNP particulier ainsi qu’'un haplotype a 2
SNP sont significativement associés aux CF danscoherte de patients chinois (Yinan et al.
2004).

= SEZ-6 (Seizure-Related 6)Ce géne a été identifié pour la premiere fois
dans une collection de cDNA de neurones corticaimagres de souris. Ces derniers étaient
traités au pentylentetrazole, qui est un anti-ctsivant. SEZ-6 a montré une augmentation
d’expression en présence de pentylentetrazole.i,Adasgene a été relié aux crises épileptiques
(Shimizu-Nishikawa et al. 199538EZ-6est exprimé dans les neurones corticaux et codeyrau
protéine transmembranaire avec de multiples m@#iébst and Nicklin 1997). Un groupe chinois
a étudié 'ADN de 60 CF et 15 contrbles afin dehexcher des mutations dans ce gene. Aucune
mutation n’'a été trouvée chez les controles etexlndalades (35%) présentaient une mutation, le
plus souvent sous forme hétérozygote (Yu et al.7R0Cette association demande encore
confirmation dans d’autres groupes plus grands aet@moins de méme ou de différente

ethnicité.

1.7.5 L'épilepsie du lobe temporal (ETL)

CF, sclérose hippocampique et ETL

L’étude épidémiologique de I'équipe de Falconersémasur un groupe de 100 patients
ayant subi une chirurgie pour une ELT, a mis eniéuendeux points importants (Falconer et al.
1964) :

(1) Lasclérose hippocampique est le fait le plus mamgla pathologie de ces patients.
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(2) Une proportion significative de patients avec sidér hippocampique ont des
antécédents de CF prolongées dans la petite enfé@@% des patients avec sclérose
hippocampiquers 6% des patients sans sclérose hippocampique).

Ce deuxieme point a été confirmé par plusieursestudtrospectives (Cendes et al. 1993 ;
Kuks et al. 1993 ; Maher and McLachlan 1995). Rourtd’'autres études de populations ont
montré des résultats différents (Camfield et aB4l9Nelson and Ellenberg 1976 ; Tarkka et al.
2003). Par conséquent, linterprétation de ces rghfiens reste controversée. La premiere
possibilité serait que les CF précoces endommdigppocampe et serait, par conséquence, la
cause de la sclérose hippocampique. La deuxiemghildé serait qu'a cause d’'un hippocampe
endommagé lors d’'une blessure pré ou périnatalpapwne prédisposition génétique, I'enfant
développerait des CF prolongées.

Une étude d'IRM a montré que des individus, appamné a une famille avec CF,
présentaient de discrétes anomalies de [I'hippocampgme parmi les personnes
asymptomatiques. Ceci suggére que des dommagedspaéés peuvent conduire aux CF ou a
une ELT (Fernandez et al. 1998). Une autre étutleMl’a montré que des CF prolongées et
focales peuvent occasionnellement produire de gralessures a I’hippocampe et par conséquent
évoluer vers une atrophie chez certains enfantsl(dfadingham et al. 1998). De plus récentes
études IRM, dans des familles avec des épilepséssates temporales (Kobayashi et al. 2002 ;
Kobayashi et al. 2001), ont indiqué que les anasdlippocampiques, incluant I'atrophie, ne sont
pas la seule conséquence des crises repétées degjuaécanismes genétiguement déterminés
pourraient jouer un réle important dans le dévedmpent de dommages de I'hippocampe, car
dans certaines familles, il existe des membres descanomalies hippocampiques et qui ne sont
pas affectés par la maladie. Ce phénoméne poudoait étre héréditaire chez ces cas familiaux
(Kobayashi et al. 2002). De plus, des évidencegraxgntales actuelles ont suggéré que des CF
prolongées ne pouvaient pas étre suffisantes & sfleles pour causer une épilepsie subséquente.
Ces CF maintiendraient plutdt de fagon permanemtgeuil de crises épileptiques en introduisant
une réorganisation axonale a long terme dans tadton hippocampique immature, ce qui, en
retour pourrait faciliter une seconde blessurepedéante (Bender et al. 2003).

La prédisposition génétique apparait comme étramyortant facteur causal pour la
sclérose hippocampique et pour les syndromes substyspécifiques présentant des CF. Par
conséquent, la relation entre les CF et le dévelogmt d'une épilepsie ultérieure est
frequemment génétique et il y existe un nombre éreeg syndrome-spécifique pour les CF.
Comme évoqué précédemment, le syndrome GEBSiprend aussi des ELT (Singh et al. 1998).

Récemment, I'équipe de Scheffer a rapporté traisilies GEFS avec ELT et une mutation
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spécifigue deSCN1B(C121W) (Scheffer et al. 2007). Il existe auss thmilles dans lesquelles
des CF sont associées a une ELT subséquente (Bzudac2001b ; Depondt et al. 2002). L'une
d’entre elle montre une hérédité digénique probalds affectés avec CF et ELT partagent un

haplotype commun pour les chromosomes 1g25-g3&gged (Baulac et al. 2001b).
Etudes familiales

L’ELT, sous-divisée en mésiale, latérale et néacald, est une maladie typiquement
sporadique ou spontanée. Pourtant, il existe desllés dans lesquelles plusieurs individus
souffrent d’ELT. Par conséquent, il est de pluplers évident que les variations génétiques jouent
un role dans I'étiologie des ETL (Baulac et al. 20@ette hypothése est appuyée par le fait que
plusieurs formes familiales I’ELT ont été rappostée

= L’épilepsie latérale temporale autosomale dominamiela région latérale
du lobe temporal est incriminée. Ce syndrome a létalisée sur le chromosome 10924
(Brodtkorb et al. 2002 ; Ottman et al. 1995 ; Petzal. 1999) et des mutations dans le dé@&l
(leucine rich, glioma inactivated) lont été rapportées dans plusieurs familles (Gal.e2002 ;
Hedera et al. 2004 ; Michelucci et al. 2003 ; Pisahal. 2005). La protéine LGI1 joue un réle
dans la migration neuronale et 'organisation caté (Kalachikov et al. 2002). De plus, certaines
mutations rapportées produisent des protéines uéw®| et des pertes de fonction, ce qui
expliquerait I'épileptogenése de ce type d’épilepJioutefois, dans certaines familles, aucune
mutation n'a été trouvée (Ayerdi-lzquierdo et aD08 ; Berkovic et al. 2004 ; Chabrol et al.
2007 ; Morante-Redolat et al. 2002). Ces résubkatgyerent une hétérogénéité genetique de la
maladie.

= L’épilepsie familiale mésiale du lobe temporali certaines formes
familiales ne présentent aucune anormalité hipppagune, ni aucune association avec les CF. Le
symptéme le plus commun dans cette épilepsie esemtiment de « déja vu ». La maladie
possede un mode héréditaire autosomal dominantuae@énétrance incomplete (Gambardella
et al. 2000). Peu de grands arbres généalogiquexdérpportés et aucune réelle localisation n'a
été trouvée dans certaines familles (Maurer-Momdllal. 2006). Pourtant, récemment, un locus
liee a I'épilepsie familiale mésiale du lobe temada été découvert sur le chromosome 4q13.2-
g21.3 (Hedera et al. 2007).
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Etudes d’associations

Depuis quelques années, beaucoup d’études ontéedsayontrer des associations entre
des polymorphismes de génes spécifigues et ETL dansarges cohortes de cas sporadiques.
Mais rien de définitif n'la été établi, car ces @sidnanquent de puissance et n'ont pas éte
confirmées.

= GABA (B) récepteur {GABA(B[1])) code pour un récepteur inhibiteur qui
lie le GABA. Les récepteur GABA(B) sont des récepseprotéine G qui controlent la libération
de neurotransmetteurs et la neurotransmission ascé postsynaptique silencieuse. Les
récepteurs GABA(B) fonctionnent en formant un adsage hétéromérique de sous-unités
GABA(B) récepteur 1 [GABA(B[1])] et 2. Les réceptsuGABA(B) sont fortement exprimés
dans le systeme limbique, spécialement dans laddepyramidales des structures CAl et CA3
de la formation hippocampique et dans les cellglesulaires du gyrus denté. Plusieurs études
ont montré I'implication de ce récepteur dans lednpgenese des ELT humaines. Billington et son
équipe ont montré une surexpression de 'ARNm deB&@[1]) dans des hippocampes de
patients souffrant de sclérose hippocampique eL ™ Billinton et al. 2001). Peters et al. ont
testé le geneGABA(B[1]) chez des patients EMJ, car il est localisé dans néggon de
susceptibilité aux EMJ (6p21.3). lls ont découwgprelques polymorphismes, dont la mutation
faux-sens G1465A dans I'exon 7. Elle amene a ubstsution d’acide aminé Gly489Ser (Peters
et al. 1998). Sur ces bases moléculaires, Gamleeretehl.ont testé ce polymorphisme dans une
population de cas ELT. lls ont montré une assamiatéintre le phénotype A/G et le trait. Selon
eux, ce polymorphisme conférait une grande sudiuibifgtiaux ELT (Gambardella et al. 2003a).
Pourtant, plusieurs études ultérieures n'ont pasueé cette association positive dans des
cohortes de ELT caucasiens (Cavalleri et al. 200&; et al. 2005 ; Salzmann et al. 2005 ;
Stogmann et al. 2006 ; Tan et al. 2005) et chi(ieen et al. 2005). Mais une étude encore sous-
presse rapporte un résultat statistiquemenentfigigtii dans un échantillon de patients argentins
avec des ELT et sclérose hippocampique. Les auexmigjuent leur résultat par le fait que leur
population est similaire a celle de la premiéralétde Gambardella, car dans leur pays, il existe
des flux migratoires en provenance d’ltalie (Kawdfiret al. 2008).

= PDYN est le géne de la prodynorphine qui code pour eptige anti-
convulsivant, la dynorphine. Il est un bon candidainme géne suppresseur de crises, car |l
pourrait avoir un réle modulateur dans la suscédpéla 'ETL (Stogmann et al. 2002). L'équipe
de Zimprich a décrit un polymorphisme dans le prmaodu gene. Cette variation montre une a

quatre répétitions d’'un élément de 68 pb. Ce deruatient un site d’attachement par répétition
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pour le facteur de transcription AP-1. Lors de ti\etion de ce gene par le complexe AP-1,
l'alléle H (3 ou 4 répétitions) est associé a ungnaentation de I'expression du géne, alors que
l'alléle L (1 ou 2 répétitions) montre une baissel'@xpression génique (Zimprich et al. 2000).
Stogamm et ses collaborateurs ont montré que deshfsaavec une histoire familiale de crises et
homozygotes pour I'allele L ont un risque plus él@our 'ETL (Stogmann et al. 2002). Mais ce
résultat n'a pas été répliqué dans trois populaticeucasiennes indépendantes (Cavalleri et al.
2005 ; Gambardella et al. 2003b ; Tilgen et al.3300

= ApoE code pour I'apolipoprotéine de type E. Elle semaipliguée dans la
réponse hippocampale aux lésions : les astrocgpemdent aux dégats neuronaux en synthétisant
et en relachant ApoE. Trois isoformes majeureséb@tidentifices?2, €3 ete4 (Blumcke et al.
1997). L'alleleg4 prédispose au développement de pladasyloide. Il est ainsi un déterminant
génétique a la susceptibilité de la maladie d’Alatex (Schellenberg, 1995). La premiére étude
d’association entrdpoE ELT et age de début n'a pas trouvé de résultsitibGambardella et
al. 1999). Pourtant, lors d’une seconde étude,asseciation significative a été montrée entre un
age précoce de la maladie et la présence de éallgBriellmann et al. 2000). Trois autres études
suivantes n’ont pas répliqué ce résultat (Cavadeal. 2005 ; Gambardella et al. 2005 ; Yeni et
al. 2005).

= L’interleukine-1(IL-1) a deux formes distinctes : Ilalet IL-13. Elles se
lient au méme récepteur IL-1. La protéinéerleukin receptor antagonigtL-1RA) se lie aussi a
ce récepteur et inhibe la liaison d’llrlet IL-13. Ces derniéres sont impliquées dans divers
réponses immunes, processus inflammatoires, apmppest et hématopoiétiques. Elles sont
produites par les monocytes et les macrophageplude IL-1a et IL-13 sont aussi synthétisees
par les cellules gliales et neuronales (HopkinsRathwell 1995). Leur implication dans le SNC
a été demontrée par la présence d'une haute itéeani récepteurs IL-1 dans les couches
moléculaires et granulaires du gyrus denté (Baal.€1991). Ceci suggére un role physiologique
pour IL-1 dans 'hippocampe. Tous ces arguments aotaveur de I'implication de certains SNP
des génedlL-1a, IL-15 et IL-1RA dans les ELT (Kanemoto et al. 2000). Le premieiava
alléelique se trouve dans Ilal IL-1a-889. Ce SNP en 5 de la région régulatrice possede
alleles, 1 et 2. Une association entre la maladikzleimer et l'alléle 2 a été publiée (Nicoll dt a
2000). Les deux SNP suivant se trouvent dans le geh/s: IL-15-511, un site de liaison AP-2
etIL-14+3953, qui n’a pas de fonction connue (Dominicalet2002). Le dernier SNP appartient
au genelL-RA, IL-1RA-int2 qui est un polymorphisme de répétitions en tandeniongueur
variable (VNTR, acronyme anglais) localisé dansitidbn 2. Ce marqueur génigue est une
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séquence conservée de 86 pb, qui contient un sitleable de liaison protéique et pourrait
influencer I'expression du géne (Vamvakopoulod.e2@02).

Interleukin 1o a été testé par Kanemoto et al.. Ils ont effecheéétude d’association entre
IL-10-889 et ELT. lls ont divisé leur groupe de cas [&gi® en deux sous-groupes : ELT avec
sclérose hippocampique (ELT-HSt ELT sans sclérose hippocampique (ELTH8s n'ont pas
trouvé d’association positive dans ces deux soospgs (Kanemoto et al. 2000). Un groupe turc
a testé ce méme SNP #ela dans des groupes indépendants de ELT-eISde ELT sans
antécédents de convulsions fébriles (ELTICPes résultats non-significatifs ont été rapporté
(Ozkara et al. 2006).

Interleukin 1RAa aussi été testé par Kanemoto et ses collegusdatamémes groupes de
patients et de contréles, cités ci-dessus. Le 8NFRA-int2n’a pas été montré comme associé
dans cette étude (Kanemoto et al. 2000).

Interleukin 15— SNP,IL-14+3953 etlL-15-511 — a été étudié par le groupe de Kanemoto
dans leurs populations. lls ont trouvé une assoaigiositive pour le SNPL-13-511 et ELT-
HS', ol la fréquence du génotype 2-2 était plus élepée dans le groupe contréle. Dans un
groupe plus grand de patients, les auteurs ontramifeur résultat positif (Kanemoto et al. 2000).
Une équipe chinoise, trois études caucasiennesgrblipe turc cité plus haut n’ont pas retrouvé
d’association significativement positive dans leahorte respective (Buono et al. 2001 ; Cavalleri
et al. 2005 ; Heils et al. 2000 ; Jin et al. 20@Xkara et al. 2006). Le groupe turc a aussi lesté
SNPIL-14+3953 dans leur cohorte, mais ils n'ont pas tradiegsociation positive (Ozkara et al.
2006).

= PRNP code pour une protéine prion, qui est une siatmyyoteine
membranaire liée au cuivre exprimée dans le SNC. |dalisation est principalement
présynaptique. Bien que sa fonction exacte ne past encore bien comprise, elle semble
impliquée dans la protection contre le stress otfydadhésion cellulaire, la différenciation et |
survie dans le SNC. Un variant, Asn171Ser, a ggadé par I'équipe de Walz comme associé au
développement des ELT réfractaires avec SH danscoherte de patients brésiliens, avec des
ancétres européens et africains. Les auteurs @erable variant chez 23% des patients, mais ne
I'ont pas détecté chez les controles (Walz et@D32. Une seconde équipe n’a pas retrouvé cette
association (Cavalleri et al. 2005). Récemment, tuvisieme équipe a étudié ce gene dans une
cohorte de patients ELT avec une forme peu sévé&ieTdnon familial. L'analyse statistique a

révélé une différence modérée de la distributionvdurant Metl129Val entre les cas et les
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controles. De plus, l'allele 129Val est plus fréaquehez les femmes ELT que dans le groupe
controle (Labate et al. 2007).

= 5-HTT code pour le transporteur de la sérotonine quiuasimportant
neurotransmetteur et neuromodulateur. 5-HTT estcdan régulateur clé du niveau de
neurotransmission sérotonénergique, car il estdeeiir le plus important dans I'inactivation de la
sérotonine. Ce transporteur est une cible pounhgbiteurs sélectifs de recapture de la sérotonine
qui a une action anticonvulsivante. Une équipéeitae a testé un VNTR dans le deuxieme intron
du geéne, qui peut jouer un réle dans la régulatianscriptionnelle du gene de maniere allele-
dépendante. Les longueurs communes de ce VNTR %oh0 et 12-répétitions. L'allele 12-
répétitions parait avoir plus de propriétés activas de transcription que l'allele 10. Les auteurs
ont montré que les patients ELT avaient une frégaetatistiquement plus basse pour l'allele 10-
répétitions que les contréles (Manna et al. 2007).

= ABCB1lest un gene qui code pour la P-glycoprotéine.eCadtrniére fait
partie d'une famille de protéines de transport spécifique de diverses substances, qui joue un
réle prédominant dans la résistance a divers inaiteés dont les antiépileptiques. Le groupe de
Zimprich a identifié un haplotype particulier, ctihge de 3 SNP dans les exons 12, 21 et 26
d’ABCBJ] plus fréquemment présent chez les patients ELTerfeent pharmaco-résistants

comparés au groupe ELT répondant le mieux au mneité (Zimprich et al. 2004).

1.8 Stratégies de génétiqgue moléculaire utilisées daianalyse des

épilepsies

La revue des difféerentes études ci-dessus montralgns le domaine de la génétique des
épilepsies, aussi bien des études d’'associationsigs études de liaison, ont été réalisées. Méme
si l'identification de mutations pour de rares gymdes épileptiques monogéniques a été
couronnée de succes, cela contraste avec la let¢suprogrés pour la plus part des syndromes
épileptiques communs. Voila pourquoi, le débatapps de la meilleure approche a adopter face

a ces épilepsies polygéniques et complexes exegigisllongtemps et est toujours d’actualité.
1.8.1 Stratégies biologiques

La découverte depolymorphismesou variations de I'ADN, a permis de les utiliser
comme marqueurs génétiqgues dans des études dm lietisd’association. Historiqguement, les
premiéres variations découvertes s’appelaieRFLP (Restriction Fragment Length
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Polymorphismk ou polymorphismes de longueur de fragments de restnicDans les années
quatre-vingt, ils ont été utilisés pour étudier healadies humaines héréditaires, cartographier le
génome humain, et les premieres études de liai@pétigue (Botstein et al. 1980). Ces derniers
ont été vite remplacés par un deuxieme type de uwarg, les VNTR. lls sont hautement
polymorphiques, car ils possédent un nombre varidel courtes répétitions en tandem (Weber
and May 1989).

Actuellement, dans le domaine des maladies géredighumaines, I'étude par
microsatellites est en train de s’effacer au prdis SNP ou variation polymorphique d'une seule
paire de base. Un SNP a une position bien défunidesgénome humain. Il est bi-allélique avec,
pour chacune des bases alternatives, une fréqagpeéciable de plus de 1% dans la population
générale (Wang et al. 1998). Les SNP possedent depriétés essentielles par rapport aux
microsatellites : ils sont plus répandus que lesrosatellites et ils sont localisés a I'intérieur
méme des régions codantes des genes, ce qui geatenfla transcription des ARN et par
conséquent, la traduction en protéines.

Les avancées récentes dans le domaine des technitmmalyse pangénomiques ont
récemment permis de mettre en évidence des varsastructurelles de I'ADN. Ce sont des
variations de nombre de copies de fragments génmwiCopy Number VariantsCNV, en
anglais). Il existe différentes classes de CNVs lIasertions, les délétions, ainsi que les
duplications. Les CNV peuvent concerner de queldklegusqu’a plusieurs centaines de kb
d’ADN et ainsi contenir des genes entiers, aing bpur région régulatrice. Par conséquent, les
CNV peuvent amener a des variations phénotypiquas aussi a des maladies, car ils peuvent
influencer I'expression des génes directement adirénotement par effet de position. Par
conséquent, ces CNV sont apparus ces derniersammisie pouvant jouer un role majeur dans la

vulnérabilité a plusieurs maladies communes (Fewak €2006, Nature, 7, 85).

1.8.2 Stratégies statistiques

Etudes de liaison et clonage positionnel

Comme vu précédemment, plusieurs études de liadams des familles GEF®t CF ont
été effectuées grace aux microsatellites, maisi amése aux SNP. Seuls quelques genes, par
clonage positionnel, ont été liés a ces deux syndso MASS1 IMPA2, SCN1B SCN1A
GABRG2et GABRD(Audenaert et al. 2006 ; Baulac et al. 2001a pBits et al. 2004 ; Escayg et
al. 2000 ; Nakayama et al. 2000 ; Nakayama et(fl42 Wallace et al. 1998)). Ces résultats sont
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le reflet du grand pouvoir statistique des analydediaison lorsqu’elles sont utilisées dans un

contexte de maladies a transmission mendéliennistorlquement, le taux peu élevé de faux-

positifs dans les études de liaisons est dO grécseail rigoureux du lod score établi a 3 par

Morton et ses collegues (Morton 1955). Toutefomnglles études de liaison, il est recommandé
de recruter de grandes familles. Leur provenantldis populationnels endogames avec un
nombre limité d’ancétres communes sont des avasitaggeurs. Ainsi, cela évite une trop grande
hétérogénéité génétique entre les differents mesnteda famille et cela augmente la fréquence
des effets fondateurs (Risch 2000).

Durant les deux derniéres décennies, les étudisistens ont aussi permis I'identification
de génes liés a d’autres maladies a hérédité mendés, différentes des épilepsies. Plusieurs de
ces genes sont aussi des formes de maladies cormrmomene le cancer du selBRCA-1et-2)
et la maladie d’Alzheimer pfesenilin-1 et -2). L’étude de formes familiales par clonage
positionnel de maladies communes est certainemast @an moyen d’identifier des mutations
responsables de formes sporadiques. Cette appestihependant limitée car la plupart des cas de
maladies communes sont vraisemblablement déternpaé@lusieurs variants génetiques ayant
chacun un effet faible. L’analyse de liaison qujuiert une forte corrélation entre le génotype et

le phénotype est donc inadaptée (Risch 2000).
Etudes d’associations familiales

Dans un premier temps, les études d’associationgiddes ont été utilisées afin d’éviter le
biais de stratification ethnique potentiel des étudas-témoins. Ce biais est di au fait que les
fréquences alléliques peuvent varier entre les detortes en fonction de leur origine ethnique
différente. Il existe deux types de méthodes triagles et les paires de germains.

= Les études de triadegas-parents contrles ou trios) sont fondées sur
I'analyse de familles nucléaires qui comprend ldagha ainsi que ses deux parents. Elle est utile
pour étudier les effets génétiques d’'une maladiesgubasent sur le génotype de l'individu
malade. Cette méthode est hautement informativeffet une robustesse face a de fausses
conclusions induites par une structure génétiguhém De plus, cette méthode est utile pour
étudier les effets conjoints des genes candidatke éienvironnement. En revanche, dans le cas
des épilepsies, les études de trios peuvent angenerbiais de sélection pour des épilepsies a
début précoce, car dans ce cas, le matériel géeétiprovenant des deux parents, est plus
facilement disponible que dans le cas des épilepsidébut tardif. Alors, I'étude comporte un

biais de recrutement qui n’est pas représentatlbdeaaladie et qui doit étre corrigé. Un dernier
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probleme se pose lors de I'utilisation de ce gefgtudes : elles manquent souvent de puissance,
car il est difficile de recruter un nombre suffisde triades pour que le résultat soit significatif

= Les études de paires de germajsib-pair) repose uniquement sur les paires
de germains atteints. Elle consiste a comparerallgdes recus par les paires de germains
(freres/sceurs) malades a ceux de leurs deux pargetee méthode est basée sur les alléles
communs et identiques par descendance. Donc, Eacgerainte est de pouvoir reconnaitre sans
eéquivoque l'origine paternelle et maternelle ddsled, dont les plus informatifs se situeront
proche du locus de la maladie. De plus, cetteégratévite d’avoir a faire des hypothéeses sur le
mode de transmission de la maladie. Par aillediss,permet de contourner le probleme de la
pénétrance incompléte, puisque seuls les sujedmitatisont pris en considération. En revanche,
elle suppose I'absence de cas non génétiques, rtee qaoe sa puissance est considérablement
diminuée si la proportion de phénocopies est élevédémol de cette méthode est le nombre de
paires a étudier. Il dépend du risque associéllaléade susceptibilité et de sa fréquence dans la
population d’origine. Par conséquent, il peut aller quelques dizaines a quelques milliers de
paires. Donc, ces études ont vraiment tendancengiuea de puissance. Ceci explique pourquoi
cette méthode n’est pas frequemment utilisée. Dg, fh plupart des maladies sélectionnées pour
ce genre d’études sont les maladies a age de péadce.

Les résultats des deux méthodes précédentes mouardiadies non-mendéliennes ont été
décevants, faute d’'un nombre suffisant de famileesutées. C’'est pourquoi, a I'’heure actuelle,
I'approche de I'étude d’association cas-témoinspesilégiée. Risch a établi un graphique qui
montre le nombre de pairs qu’il faut recruter dang configuratiorsib-pair comparée aine
configurationcas-témoingn fonction de la fréquence allélique. Ainsi, éntontre que les études
sib-pair perdent énormément de pouvoir statistipgrerapport aux études cas-témoins, car pour
un risque relatif de la maladie a 2 et une frégaait@lique de 0.3, il faut moins de 1'000 pairs

cas-témoins, alors qu’il faut plus de 3'000 sibspéRisch 2000)Rigure 26.
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Figure 26  Comparaison entre étudgib-pair et cas-témoingRisch 2000)
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Etudes d’associations cas-témoins

A I'heure actuelle, dans le domaine des épilepssmunes et multifactorielles, malgré
des premiéres études de réplication négativeswetipaésultats convaincants, il semblerait que
les études cas-témoins soient la méthode de cloixgpmprendre leurs bases génétiques.

Les études d’associations comparent la fréqueneadield's spécifiques chez des cas
affectés comparés a des contrbles sains. Un alelit associé a une maladie si sa fréquence
differe entre les cas et les témoins plus que meddirait la chance (Lander and Schork 1994),
prouvant ainsi que les contrdles sont représestdtfla population testée pour tous les aspects
autres que le statut malade. Malgré un résultaisstmement significatif, celui-ci n’est pas
suffisant pour gqu'il y ait association, car il faehir compte du déséquilibre de liaison (DL) (Page
et al. 2003). Un DL signifie qu’il existe une asistion plus fréquente que ne le voudrait le hasard
entre des alléles particuliers de deux loci dissindl s’agit d'un phénomeéne fréquent qui se
produit en I'absence de sélection, d’hétérogérdstéa population, de mariages non dus au hasard
ou d’autres facteurs de confusion. Ce phénomeémeteajénéralement une liaison génétique trés
étroite entre ces deux loci, due a une proximitgsgjue sur le méme chromosome. Cette liaison a

bY

tendance a s’'amenuiser avec le temps, en raisonpdésoménes de recombinaison. Par
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conséquent, en raison d'un DL entre deux allekgrémier peut étre trouvé associé, alors qu’en
réalité, c’est le second variant en DL qui estledeént pathogénique et causal. De plus, une
association peut se produire par chance a cauda tmblesse méthodologique utilisée. Par
conséquent, la preuve ultime d’'une associatiotiegstie de réplication des résultats initiaux dans
différentes populations et la démonstration qudléla associé altére la fonction biologique
amenant a la maladie (Page et al. 2003). Pourganoh-réplication des études cas-témoins est
fréquente. En voici quelques raisons.

Comme évoqué plus haut, il peut existebiais de stratification de populatioAinsi, des
populations peuvent présenter des distribution$répuences alléliques différentes aux mémes
loci pour des raisons autres que I'implication de alleles dans I'affection étudiée. Ce biais serai
causé par la constitution de la population de @sdes groupes ethniques distincts ayant des
fréequences alléliques différentes pour des géemaalades » et « non-malades ». Si la population
contrle ne reflete pas exactement la structureiguile de la population malade, c’est-a-dire
gu’elles ne sont pas composées des mémes sousegrail® populations, alors ces deux
populations peuvent avoir des fréquences alléligliésrentes aux mémes loci sans rapport avec
la maladie étudiée. Il en va de méme si la précalede la maladie n'est pas stable dans les
populations de cas et de témoins. Donc, ces deéreévents peuvent amener a de fausses
associations entre maladie étudiée et génes quéadité, ne sont pas associés biologiquement.

Les études d’associations posent un autre probldmehoix du marqueur fonctionnel
responsable de la maladie. Actuellement, les SMPIles marqueurs les plus couramment utilisés.
Chaque SNP peut étre potentiellement testé poumsseciation avec n’importe quel phénotype
épileptique. Cela améne a une avalanche d’assmtsapositives, parmi lesquelles beaucoup
seront de faux positifs dus a la chance.

Le DL, comme discuté plus haut, est un autre problécar le génome humain est fait de
blocs de DL. Donc, il est possible qu'un allélecass a un certain phénotype se trouve a
I'intérieur d'un bloc haplotypique et il sera ddfie d’'identifier le véritable variant causant la
maladie parmi tous les SNP constituants le bloo @taal. 2004). Le choix du bon variant a tester
est donc primordial. Pour le déterminer, il fadtée et typer un tres grand nombre de marqueurs
qui ne sont pas liés les uns aux autres et quosednt dans des blocs haplotypiques différents.
Ces contrOles génomiques permettent aussi de vt snarqueurs testés ont des proportions
différentes dans les sous-populations, montrardi @inles populations de cas et de témoins ont
une structure ethnique identique.

Le choix du phénotype est un aspect tres impodanst les études d’association. Pour des

maladies plurifactorielles, il est intéressant adér des phénotypes quantitatifs, constituant un
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continuum de syndromes cliniques. Ces phénotypesese les maillons entre la complication
clinique et les variants génétiques de suscepébilieur étude présente plusieurs avantages.
Ainsi, on peut espérer que le déterminisme géenétiqut d’autant moins complexe et hétérogene
que I'on se rapproche d’avantage de I'expressiangdmes. Par ailleurs, ces phénotypes peuvent
étre mesurés avant les manifestations cliniqueta dealadie, y compris dans les populations
saines, et faciliter ainsi la compréhension desamiémes physiopathologiques impliqués. Les
phénotypes quantitatifs peuvent aussi bien fawbj¢t d’études d’association que d’études de
liaison. La combinaison de ces deux types d’apmschonsistant a étudier dans les familles la
co-ségrégation de marqueurs de genes candidatsiay@ténotype quantitatif, peut se révéler un
outil d’analyse puissant pour progresser dansdaerehe des variants fonctionnels.

Finalement, malgré plus de 50 études d’associatiorépilepsie et plus de 30 génes
impliqués, I'impression générale est que les aasiodis sont incertaines et que les réplications
sont négatives. Les problémes viennent de la pesstitatification de la population utilisée, de la
taille inadéquate des échantillons de cas et deitéande la limite de la significativité statisteu
et de la plausibilité biologique peu convaincantentarqueur testé. Ainsi, Tan et son équipe ont
proposeé une liste de recommandations a suivrallétsdes d’associations cas-témoins (Tan et al.
2004) Table § :

Table 6 Liste de recommandations pour les études d’assmtian géenétique des épilepsies
(Tan et al. 2004)

Checklist Notes

1. Study design

a. Clearly defined Cases should be defined by using standard ILAEsifleation (108), with supporting
phenotype clinical, EEG, and neuroimaging data

b. Defined source of For population controls, preference should be gieegthnically matched controls
controls derived from the same source population as caaaslyfbased controls should be

considered; use of two or more independent cognaulps is preferred, with controls
selected to provide maximal similarity to casesetduce confounding; arbitrary "off-
the-shelf' controls are discouraged

c. Adequate sample size Consideration must be given to effect size andeaftequencies when calculating
appropriate sample sizes to provieR0% statistical power; larger sample sizes are
ideal; other factors such as weak effects, rasesl| and incomplete LD should ideally
be factored in as a "worst-case scenario”; reptinattudies should be statistically
powered to detect a smaller effect size than tiggnal positive study

2. Molecular genetics

a. Blinding Analysis should be performed blinded
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Checklist

Notes

b. Case—control batches If analysis is performed in batches, cases andaisrgéhould be present in each batch to

3. Statistical analysis
a. Clear a priori
hypothesis
b. Multiple testing

c. Population
stratification

d. Haplotypes
4. Results

avoid genotyping errors introducing bias

Testing multiple hypotheses, then publishing ordgifive findings is disingenuous and
leads to false-positive results

If multiple testing with multiple markers or withdependent phenotypes is done, this
must be stated and corrected for; subgroup anadsisld be considered only as
hypothesis generating, unless the subgroup wapgx#®d in the study design, and
biologic plausibility demonstrated

Cases and controls should be matched for ethnitoagdographic origin; methods used
to correct for cryptic stratification should be satered for positive studies

If haplotypes are used, the method of construatiost be described

a. Strength of associationOdds ratios and 95% confidence intervals shoulstdied

b. Positive results

c. Negative results

5. Biologic plausibility

a. Functional changes

b. Marker

polymorphisms

c. Dose—effect relation

6. Replicability

a. Independent
replication

b. Two independent

datasets

Steps taken to minimize potential sources of abé study should be described
Was the study adequately powered? possible re&sionsgative findings such as
sample size, unexpectedly low allele frequenciesleareased statistical power with

family-based controls should be stated

The putative associated allele should be showiteo fanction in a biologically
meaningful way linked to the epilepsy phenotype

If functional changes are unconvincing (e.g., $iENPs), demonstration of the size of
the block of linkage disequilibrium that the assted polymorphism falls into should
be demonstrated; sequencing for other potentiatiiggenic variants within this block
should be carried out to search for the true cauesaariant

A linear trend in disease risk should be shownxtstevith increasing numbers of
copies of the risk allele; if this is not shownthie mechanism for a dominant effect

explicable from a biologic viewpoint?

Replication in an independent group lends stret@the association

Studies involving two independent datasets of camatrol groups that both show

convincing association are preferred
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Variants communs et variants rares dans les épilefss communes et multifactorielles

Durant ces dernieres décennies, les études enigénétes épilepsies ont permis de
découvrir, avec succes, un certain nombre de d@&seaux épilepsies monogéniques. Ces formes
sont une rare minorité parmi toutes les épilepsm®ues a ce jour. La grande majorité des
épilepsies, dénominées aussi « épilepsies commursmnt de type complexe et multifactoriel.
Selon certains auteurs, les épilepsies complexesiéselopperaient, par chance, a cause
d’événements méiotiques qui créeraient une congonad’alleéles de susceptibilité avec un effet
suffisant, chez un méme individu, pour atteindieyperexcitabilité neuronale qui menerait au
seuil critique de la crise d’épilepsie (Mulley &t2005).

A I'heure actuelle, aucune étude d’associationst&a®in n’a réellement réussi a mettre
en évidence un « géne commun aux épilepsies coeglexcar justement, ces épilepsies serraient
génétiquement trop hétérogenes pour que l'appréthée d’association SNP-maladpisse
aboutir au succés. Par conséquent, les étudesdiatisns n'auraient pas assez de pouvoir pour
détecter les petits effets de plusieurs variantsqges présents chez un patient (Tan et al. 2004).
En revanche, avec le développement actuel desiteE®d’ étudepangénomiquedes études
d’association pourraient devenir beaucoup plus ueétes dans le domaine des épilepsies
complexes, afin d’identifier des régions du génaroptenant des génes de susceptibilité. Cette
approche démontrerait alors la validité du modédmégal maladies communes - variants
commungMulley et al. 2005), ou I'addition de variants ypolorphes avec une fréquence de >1%
en population générale (Bodmer and Bonilla 2008gzcun méme individu, provoquerait le
phénotype malade.

En revanche, les variants rares, mis en évidencéepatudes de formes familiales rares
d’épilepsies, sont considérés comme des genes effgeur au sein de ces familles. lls
interagiraient avec des genes « modificateursn> @di moduler le phénotype chez les atteints de
ces familles. Ainsi, ces génes modificateurs peu@te considérés comme les équivalents des
genes de susceptibilité des épilepsies complexascéhséquent, les épilepsies monogéniques
seraient le cas extréme du modelaladies communes - multiplicité de variants rafdslley et
coll. énoncent que les études d’associations nepamla bonne méthode a adopter dans le cadre
d’épilepsies complexes, si ces pathologies suigeniodéle. Mais intuitivement, la part de la
variation génétique, impliquée dans les épilepsmamunes, doit étre un mélange d’alleles de

susceptibilité appartenant a ces deux modeles @yleli al. 2005).
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1.9 Conclusion introductive

Au cours de ces derniéres décennies, l'existenc@edcomposante génétique dans les
épilepsies humaines, suggérée par les études datgnés familiales et de jumeaux, a été
confirmée grace aux avancees technologiques datmmaine de la biologie moléculaire : études
de liaison, d’association et d’identification dengs.

C'est au travers d'études familiales de liaisod'@udes d'associations cas-témoins qu'il
est apparu une hétérogénéité et la reconnaissanphéhotypes non reconnus dans la CIESE,
telle qu'elle avait été établie en 1989. Cettesdii@ation internationale est ainsi apparue obsolét
De nouvelles épilepsies sont apparues, par exde®IBEFS, qui sont avant tout reconnues par
leur caractéristique familiale. Un syndrome ne peimsi plus étre reconnu sur les éléments
cliniques d’un seul sujet, mais seulement gracetabbeaux cliniques de tous les membres de sa
famille. Les barriéres entre les différents syndesnétablies par la classification internationale,
sont entrain de s'estomper, permettant la recosaras de maladies épileptiques.

C’est grace a ces études familiales que la plugestgenes, liés a une épilepsie, ont été
découverts. lls ont été cartographiés dans de fan@fles multigénérationnelles et identifiés par
clonage positionnel ou par une approche gene-candi plus, ils ont rarement été associés a
des épilepsies a hérédité complexe, ou il existdrderactions multiples entre genes avec ou sans
influences environnementales. Comme pour les aotedadies complexes, identifier de nouveaux
génes mutés responsables de différents types ebsjmls est le challenge de I'avenir. Il aidera a
poser un meilleur diagnostic et a mieux comprentee mecanismes impliqués dans
I'épileptogenése, mais il permettra aussi le dégysdoent de tests prénataux, de conseils

génétiques et de nouvelles thérapies.
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2 Etudes d’associations

2.1 GABA(B) receptor 1 polymorphism (G1465A) and tempoal lobe

epilepsy(salzmann et al. 2005)

L’étude d’association cas-témoins ci-aprés consiataonfirmer la contribution génétique
du polymorphisme G1465A du récepteur GABA(B[1]) slam échantillon de patients souffrant
d’épilepsie du lobe temporal (ELT), ainsi que déetuer une analyse exploratoire dans d’autres
sous-groupes phénotypiques. D’apres les résultatetde étude, les distributions génotypiques et
alléliques du polymorphisme d’intérét n'ont montaécune différence entre les patients et le
groupe contrble. Par conséquent, I'associationedetivariant G1465A et ELT non-lésionnelles
n'a pas pu étre répliquée. Ce travail a fait I'objgéune publication scientifique qui a permis
d’exclure un effet majeur du polymorphisme G1465A kcepteur GABA(B[1]) dans la
susceptibilité des ELT non-lésionnelles. Toutefdiseste nécessaire de tester ce variant dans de
plus grands échantillons afin de déterminer soe rékl dans la susceptibilité aux ELT non-

|[ésionnelles.
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Summary: Purpose: To reevaluate the genetic contribution
of the polymorphism Gl465A of the gene coding for p-
aminobutyric acid (GABA)p receptor | subunit [GABAR(1)] in
a sample of French patients with temporal lobe epilepsy (TLE)
and to perform an exploratory analysis in other phenotypic sub-
Lroups.

Methads: The 134 patients were genotyped for the polymor-
phism Gl465A. This sample was divided in two groups. The
first one had patients with nonlesional TLE, and the second one,
with lesional TLE. Then these two groups were compared with
a sample of 145 healthy individuals.

Results: The genotype and allele distributions for the poly-
morphism G14635A showed no difference between patients and
controls.

Conclusions: The association between the variant G1465A
and the sample of patients could not be replicated, so these
results exclude a major effect of this polymorphism in the
susceptibility to nonlesional TLE. Larger samples should be
tested to determine whether the GI465A in exon 7 of the
GABAR(]) receptor gene is a susceptibility factor for nonle-
sional TLE. Key Words: GABAy receptor—Temporal lobe
epilepsy—Genetics—Association study.

Temporal lobe epilepsy (TLE) is a common, hetero-
geneous epilepsy syndrome. In the etiology of this fo-
cal epilepsy, both environmental and genetic factors play
a role. Genetic predisposition is probably an important
causative factor, especially in TLE with mesial temporal
sclerosis and febrile seizures (1). Several associations of
TLE with various candidate genes have been reported,
but most of them remain controversial. The strengths
and weaknesses of candidate gene-association studies are
now well known, and guidelines have been published (2).
Replication of initial results in independent groups is of
utmest importance in view of evaluating the real effect of
genetic markers.

One of the best candidates for TLE is the gene cod-
ing for y-aminobutyric acid (GABAg) receptor | subunit
[GABAg(1)]. Indeed a recent article reported a deregula-
tion in the product of this gene (3). Moreover, a missense
mutation G1465A in exon 7 provokes an amino acid sub-
stitution Gly489Ser within the N-terminal extracellular
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domain of the GABAR(1) subunit, which is necessary for
heterodimeric assembly of the receptor. Gambardella et al.
{4) recently reported a highly significant overrepresen-
tation of the G1465A heterozygote in 141 patients with
nonlesional TLE (no focal mass lesion such as cerebral
tumor, cortical dysgenesis, vascular lesion or malforma-
tion, or post-traumatic scar detected on the MRI study)
compared with 372 controls.

The aim of this study was to replicate this result in
a sample of French patients with nonlesional TLE and
to perform an exploratory analysis in other phenotypic
subgroups.

SUBJECTS AND METHODS

Consecutively admitted patients meeting criteria for
partial epilepsy were admitted in the epilepsy unit of the
university hospital of Montpellier (France). These patients
have a severe form of epilepsy with poor control of their
seizures, although they were weated with two or three sin-
gle drugs or a combination of drugs. Diagnosis was based
on patient history, clinical examination, interictal and ic-
tal EEG analysis carried out with monitoring video-EEG,
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TABLE 1. Demographic and clinical characteristics

Group 1 Group 2
Variables (n=110) (n=24)
M, no. (%) 47 (42.73) 13 (54.17)
F, no. (%) 63 (57.23) 11 (45.83)
Family history of FC/epilepsy, no. (56) 2120 3(11.54
Antecedent FC, no. (%) 55(50) 1 (3.85)
Age at onset, yr, mean £ SD 1505+£523 1421 £6.05
Duration of epilepsy, yr, mean &£ SD 2454 £3327 21.21+£456
Hippocampal sclerosis, no. (%) 108 (98.18) 0

FC, febrile convulsion.

and MRI evaluation. The study group was divided in two
groups (Table 1). The first one comprised patients with a
nonlesional TLE, according to the same criteria as those
used in Gambardella et al. (4). The other group was com-
posed of patients with lesional TLE (vascular malforma-
tion, cortical dysplasia, nervous system tumor, efc.).

The healthy control group was recruited among blood
donors from the same hospital. To minimize morbidity
among subjects in this group, only blood donors older
than 35 years and without personal and/or family history
of epilepsy and seizure were included. Patients and con-
trols were European whites for at least two generations.
Written informed consent was obtained from all partici-
pating subjects. The Research Ethics Board of the Depart-
ment of Clinical Neurosciences of Geneva reviewed and
approved the study.

DNA was extracted from peripheral bleod leukocytes
by use of the Nucleon BACC 2 kit (Amersham). The
transition G1465A in exon 7 of the GABAg(1) receptor
gene was detected by polymerase chain reaction (PCR)
followed by digestion of amplified fragments with the ap-
propriate restriction enzyme, as described by Gambardella
et al. (4).

The analysis of allelic association consisted of com-
parison of marker allele and genotype numbers between
patients and control subjects by using x° statistics. To re-
duce the possibility of stratification bias, an effort was
made to match patients and control subjects carefully for
ethnogeographic origin. A Bonferroni correction for mul-

tiple comparison {two groups of patients) was used, and
the significance level was set at p = 0.025.

RESULTS

The genotypic distributions of patients and controls
were in Hardy—Weinberg equilibrium in the overall
sample.

Table 2 shows the genotype and allele distributions for
the GABAg(1) receptor gene polymorphism in the sam-
ple of 110 patients with nonlesional TLE {group 1), who
are comparable to the patients from Gambardella et al.
{(4), and the control subjects. No difference was found be-
tween the patients and the controls in the samples. Simi-
larly, genotype and allele frequencies in controls from both
the present study and from that of Gambardella et al. (4)
are not different. On the contrary, a highly significant dif-
ference in the genotype and allele distribution was found
between patients from the two studies (p = 8.107%). No
difference was observed for the other group.

DISCUSSION

We were unable to replicate the asscciation between
the G1465A in exon 7 of the GABAg(1) receptor gene
and nonlesional TLE reported by Gambardella et al. (4)
This result allows exclusion of a huge effect of the G1465A
heterozygote in the susceptibility to nonlesional TLE, sug-
gested in this study [OR(95% CT) = 38.0 (8.82-163.73)].
Moreover, because patients in the present study have a se-
vere form of TLE with a higher rate of febrile seizure
and hippocampal sclerosis than did those in the study
of Gambardella et al. {4), our result does not support
their suggestion that G1465A heterozygous patients have
a higher risk of developing severe TLE.

However, it remains possible that this GABAg(1) re-
ceptor gene variant has a real but modest effect on TLE.
For unknown reasons {e.g., clinical characteristics, ethno-
geographic origin}, Gambardella et al. (4) may have been
able to detect this effect in a relatively small sample
(N = 141).0ur sample size was large enough to provide a
power of =99% for detection of an association of similar

TABLE 2. Population association between GABAp(1) GI14635A genotype and epilepsy

Patients Controls

G1465A polymorphism  Gambardella et al., 2003 Group | Group2  Present study  Gambardella et al., 2003
Genotype 141 110 24 145 372
AfA 0(0.0) 0 0 0 0(0.0)
AIG 24 (17.0) 2(1.82) 0( 0() 2(0.5)
G/IG 117 (83.0) 108 (98.18) 24 (100) 145 (100) 370(99.5)

Puc = 81077 NS NA NS
Allele 282 n=220 n=4§ n=290 744
A 24 (8.5) 2(0.9D 0 0m 2(0.3)
G 258 (91.5) 218(99.09) 48 (100) 290 (100) 742 (99.7)

NS NA

Epilepsia, Vol. 46, No. 6, 2005
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magnitude to that reported by Gambardella et al. (4}, but
not if one consider the lower bound of the estimated
OR(95% CI) of 8.82 (55%). As recently suggested by
Lohmueller et al. (5), this may be an explanation for
a sizeable fraction of nonreplication. Undetected differ-
ences between the two populations also may explain this
nonreplication.

Even if TLEs are nonlesional, we should also keep
in mind that they are probably determined by gene—
environment interactions. Testing the effect of a single
variant in different samples without taking into account
putative environmental susceptibility or protective factors,
which may have different frequencies in these different
samples, may lead to false nonreplication.

Whatever the reason for the present nonreplication,
larger samples will be necessary to determine definitively
whether the G1465A in exon 7 of the GABAg(1) recep-
tor gene is a susceptibility factor for nonlesional TLE. The
sole firm conclusion allowed from the present study is that

this variant does not play a major role in the vulnerability
to this disorder.
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2.1.1 Discussion complémentaire

Il nous a été impossible de répliquer 'associatoire G1465A de I'exon 7 du gene qui
code pour le récepteur GABA(B[1]) et les ELT nosibénelles, comme rapportée par
Gambardella et al. (Gambardella et al. 2003a). Nigitsultat permet d’exclure un effet important
de I'hétérozygote G1465A dans la susceptibilité &#&3 non-lésionnelles, alors que I'étude
initiale mettait en avant une forte associatiomeene variant et la maladie (OR [IC : 95%] = 38,0
[8,82—-163,73]). De plus, nos patients présenteetfarme plus sévére d’ELT avec un taux plus
élevé de convulsions fébriles et de scléroses bmppiques que dans I'étude originale
(Gambardella et al. 2003a). Par conséquent, nadtats ne soutiennent pas I'hypothéese de
I'équipe italienne que I'hétérozygotie de G1465Araime un risque plus élevé de développer une
ELT sévére.

L’équipe de Gamberdella et al. considére que lee @RBA(B[1]) est un candidat pour la
vulnérabilité a I'ELT. Elle se base, entre autrar sn article du groupe de Peters étudiant
GABA(BJ[1]) comme géne candidat au lodad3M1, a la position 6p21.3 du chromosome 6. Dans
cet article, les auteurs ont séquenceé toute l@mmégpdante de ce gene chez des patients EMJ. lIs
ont découvert la mutation non-sens G1465A qui angel@esubstitution Gly489Ser. Peters et son
équipe ont trouvé cette mutation chez 5 patierdexrsouffrant d'EMJ et chez des patients d’'une
méme famille avec un phénotype EGI, mais aussi ¢biez mére non-affectée. De méme, ce
polymorphisme Gly489Ser a été découvert aussi blez des personnes affectées et non-
affectées d’autres familles. Ainsi, cette équipel@x cette variation du géne @ABA(B[1])
comme étant la cause primaire d’EGI dans ces famffPeters et al. 1998).

Au moment de la publication de notre article (Sammet al. 2005), d’autres équipes ont
aussi publiés des études de réplications négaf@esalleri et al. 2005; Ma et al. 2005 ;
Stogmann et al. 2006 ; Tan et al. 2005) chez déek ¢ducasiens et (Ren et al. 2005) chez des
ELT chinois. Récemment, une étude encore sousemgporte un résultat statistiguemenent
significatif pour des ELT argentins avec scléroggphcampique. Les auteurs expliquent leur
résultat positif par une origine commune de leyoybation et de celle de la premiére étude de
Gambardella, la population argentine ayant powgireei principale I'ltalie (Kauffman et al. 2008).
Une seconde étude aussi sous-presse rapporte speiaéion non-significative du variant
G1465A dans une population de patients chinois amecELT mésiale (Wang et al. 2008).

La publication de ces nombreux résultats négatifgisn conduit a rappeler les
recommandations de Tan et al. (Tan et al. 2004) pesi1 études d’association génétique des

épilepsies. En premier lieu, une bonne conceptiern’éude est indispensable, en définissant
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clairement le phénotype des cas et la provenarseatdroles. La taille des échantillons de cas et
de témoins doit étre adéquate afin d’avoir assezpaolavoir statistique. Lors de l'analyse
statistique, il est important de poser une hypalgsriori claire. Il faut vérifier si les populations
de cas et de contrdles sont correctement appaAéeriveau du choix du gene candidat, il est
essentiel d’avoir des preuves biologiques de ssilplesimplication dans les épilepsies. Il en va de
méme pour le SNP testé, car il est connu qu’unatiout non-sens, provoquant une substitution
d’acide aminé, n’a pas forcément un effet sur iénpltype de la maladie. Par conséquent, le choix
du bon SNP est une donnée tres pertinente a I'reaitelle (Horne and Camp 2004). Seul 10%
de tous les SNP seraient situés dans une régiorparftance fonctionnelle ou structurelle (Wijst
2004), ce qui en fait des instruments de choix dssétudes d’association de maladies
complexes. En résume, il apparait trées peu probgbée le polymorphisme G1465A du gene

GABA(BJ1]) est impliqué dans la vulnérabilité aux épilepgirgénéral et en particulier aux ELT.



112

2.2 Candidate Genes for Temporal Lobe Epilepsy: a Repiation

Study (Salzmann et al. 2008)

Cette seconde étude de réplication cas-témoinsisterss examiner, dans notre cohorte
d’ELT, la contribution génétique de génes préalalglet associé a la maladiédpolipoprotein E
(ApoB (Briellmann et al. 2000)nterleukin 1o (IL-1a), Interleukin 1RAIL-1RA), Interleukin 15
(IL-109) (Kanemoto et al. 2000Rrodynorphin(PDYN (Stogmann et al. 2002). Pour cela, nous
avons étudié les marqueurs suivants dans notreteoth® 109 ELT : isoformes2, €3, €4 d’ApoE
(Briellmann et al. 2000)IL.-1a-889 ; VNTR dans l'intron 2 d&-1RA; IL-15-511,IL-15+3953
(Kanemoto et al. 2000) ; VNTR dans le promoteulP@e’N (Stogmann et al. 2002). Dans cette
étude, nous avons confirmé le rolAdbdE IL-1a et IL-1RA dans la susceptibilité aux ELT. Par

contre, nous n’'avons pas répliqué les associafiousles genel.-15 et PDNY.
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Abstract The objective of this study is to replicate previ-
ously published results regarding the invelvement of sev-
eral susceptibility genes in temporal lobe epilepsy (TLE):
interleukin 13 (IL-11), interleukin 10t (IL-1¢0), interlevkin
IRA (IL-1RA), apolipoprotein E (ApoE) and prodynor-
phin (PDYN). We used a case-control approach compar-
ing several polymorphisms within these candidate genes
between unrelated TLE patients and matched controls.
‘We were thus able to confirm the role of ApoE, 1L-1« and
IL-1RA genes in TLE disease, but failed to confirm the
involvement of /L-13 and PDYN. This failure should be
interpreted with caution, as this may be due to the small
size of our study groups and the resultant lack of statisti-
cal power.
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Introduction

Temporal lobe epilepsy (TLE) is the most common form of
partial epilepsy [1] and this disorder is considered to be
polygenic and complex. Various susceptibility genes and
environmental factors are believed to be involved in the
aeticlogy of TLE and concordance between genotype and
phenotype is relatively weak. To understand the genetic
background of complex diseases, association stdies have
been proposed as a method of choice [2]. However, this
approach remains controversial and, in order to avoid false-
positive association, replication of the first case-control
study in independent groups of patients is recommended
[3]. Recently a number of groups, including our own, have
reported non-replications between several putative suscep-
tibility genes and TLE [1, 4].

Since several other studies have reported an associa-
tion between common variants in specific genes and
TLE, our aim, in the present study, is to replicate them:
apolipoprotein E (ApoE) [5], interleukin I (I1L-1¢),
interlenkin 13 (IL-1), interleukin I1RA (I1L-1RA) [6] and
prodynorphin (PDYN) [T].

Methods
Subjects

Our study group consisted of 109 unrelated patients with
a diagnosis of non-lesional TLE. They were admitted
under partial epilepsy criteria in the epilepsy unit of the
university hospital of Montpellier (France). These
patents suffered from a severe form of epilepsy with
poor control of their seizures. Poor control is defined as
a failure to respond to two or three single drugs or a com-
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bination of them. Diagnosis was based on patient history,
clinical examination, interictal and ictal EEG analysis
carried out with monitoring video-EEG, and MR evalua-
tion. Demographic and clinical characteristics of our
cohort of TLE patients have been reported in detail in a
previous study [4].

The healthy control group was recruited from blood
doners at the hospital in Geneva. To minimise morbidity
among subjects in this group, only blood donors older
than 35 years and without personal and/or family history
of epilepsy and seizure were included. Patients and con-
trols were European Caucasian for at least two genera-
tions. Written informed consent was obtained from all
participants. The Research Ethics Board of the
Department of Clinical Neurosciences of Geneva
reviewed and approved this study.

Molecular methods

DNA was extracted from peripheral blood leukocytes by
use of the Nucleon BACC 2 kit (Amersham). Genotyping
reactions were carried out as described in the different
studies [6, &, 9].

Statistical analysis

For our statistical analysis, in addition to the total cohort
of patients, we divided the TLE group into subgroups,
according to the existence or not of familial risk and hip-
pocampal sclerosis. This was done in order to facilitate
comparison between our data and that from analogous
published work. In order to perform case-control genetic
comparisons, differences in genotype and allele frequen-
cies between all TLE, TLE subgroups and healthy con-
trols were analysed by using the Chi-square test: 3 by 2
tables for PDYN, IL-1¢x and iL-1{3; 4 by 2 tables for iL-
1RA. As age at onset displayed a non-parametric curve,
the Mann—Whitney U-test was used in place of the #test
for the comparison of age at onset and the presence or
absence of the ApoF £4 allele. We used the statistical
package SPSS V.11.0.

As we compared genotypic and allelic distributions of
various polymorphic markers between healthy and dis-
eased subjects, a Bonferroni correction should be applied to
cotrect for multiple testing. Adjustments for multiple com-
parisons are recommended to avoid excessively easy rejec-
tion of the null hypothesis. However, reducing the type I
error increases the type I error and therefore increases the
frequency of incorrect statements of no relationship
between two factors. This could thus lead to missing an
association in data that is not the result of chance [10]. The
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rejection of the null hypothesis should be considered by
taking into account both the evidence from the data and the
relevance of other explanations. Moreover, our argument is
based on previous findings and should be seen as a confir-
mation of research in the field of TLE. In this present study,
choosing not to penalise ourselves by missing possibly
important findings, we decided not to correct our results for
multiple testing.

Ethnicity was recorded using a self-reporting ques-
tionnaire including perceived nationality, mother tongue
and ethnicity of the subject together with all four grand-
parents. To reduce the possibility of stratification bias,
we used an average Fgr between pairs of ethnic popula-
tions between 0.0009 and 0.0048 (table 5.5.1 in ref.
[1175.

Power calculation

Statistical power to detect associations was estimated
using the Genetic Power Calculator
(htp:/fpngu.ngh.harvard.edu/purcell/gpe/). For age at
onset we aimed to detect genetic effects explaining at
least 2% of variance in the trait under an additive genet-
ic model for a polymorphism with a minor allele frequen-
cy of 0.12. Power for detecting such effect was calculat-
ed for the nominal significance level &=0.05. For discrete
traits, power for each study was calculated separately
using an additive model with genetic relative risk of 2
and an o level=0.05.

Results

Throughout our study, genotypic distributions in both
patients and controls were in Hardy—Weinberg equilibri-
um.

Apolipoprotein E

Five studies have been published on ApoE and TLE age
atonset [1, 5, 12-14]. In one of them, a positive associa-
tion was found between early age at onset of the disease
and the presence of ApoE ¢4 allele (g4*: 5£5 years vs.
£4-: 14.9+10 years; p=0.005) [5]; however, the four other
studies were unable to replicate this positive association.
Our results confirmed a significant association between
an early age at onset of epilepsy and the presence of
allele g4 (e4%: 10.54£6.36 vears vs. g4 16.51+£9.90
years; p=0.003) (Table 1). The swudy had 99% power to
detect a gene effect, explaining 2% of the variance in the
trait (Table 1).
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Table 1 ApoF allcle and genotype distributions and association between #4 allcle and age at onsct

Controls Paticnts P Agc at onsct p (Mann—Whitncy U-test)  Power
of scizurcs
n (%) n (%) Presence Abscnec
of £4 allele of ¢4 allcle
Genotype 227 109 N&*
£2-2 0 (0.0 0(0.0)
£2-3 25 (11.0) 9(8.3)
£2-4 5@2.2) 1(0.9) n=26 n=80
€3-3 151 (66.5) 72 (66.1) Age: 10541636 Age: 16514990 p=0.003 .99
34 43 (18.9) 27 (24.8)
44 3(1.3) 0(0.0)
Allcle 454 218 NS*
€2 30 (6.6) 10 (4.6)
23 370 (81.5) 180 (82.6)
4 54 (11.9) 28 (12.8)

*NS, non-signiticant

Interleukin 1o

Based on pathophysiological hypotheses, several associ-
ation studies have been carried out between interleukin-
related genes and TLE. Two were performed with /1-7¢x
and both showed no association [6, 15].

We partitioned our cohort of patients, like
Kanemoto’s group, based on the existence or non-exis-
tence of a hippocampal sclerosis (TLE-HS*) [6], and
like Ozkara’s team, based on the absence of antecedent
of febrile convulsion (TLE-FC-) [15]. We found a sig-
nificant positive genotypic association between the
whole TLE sample and the promoter IL-7&-889 SNP,
but this was observed in TLE-HS* patients (Table 2).
However, as shown in Table 2, we did not have enough
power to detect any significant association between
TLE-HS- and controls (power=43%). Given the high
frequency of the 1 allele in this sample (80.4%), an
association could be suspected and further study with
higher number of individuals 1is warranted.
Interestingly, we also found a positive association
between {L.-10—88% SNP and TLE-FC- (Table 2), but no
statistical difference between TLE-HS*-FC- vs. con-
trols {data not shown).

Interleukin 1RA

1L-IRA is the second interleukin-related gene studied by
Kanemoto et al. [6]. Once again they failed to show any
association.

We observed significant differences in the allelic and
genotypic frequencies between patients and controls, but
here this concerns TLE-HS™ (Table 3).

Interleukin 10

In this case, Kanemoto et al. [0] and Ozkara et al. [15]
did not find an association between If.-71£-3953 and
TLE. We were also unable to find any significant statis-
tical difference (Table 4).

In contrast, Kanemoto et al. found a statistically
higher frequency of the fi-1£-511 2-2 genotype in
TLE-HS* subjects compared to control subjects [6],
and confirmed this result using a larger study group
[16]. However this association was not observed in five
other ethnically variable populations [1, 15, 17-19] or
in our cohort of patients (Table 5).

In addition, we analysed the two /L-1f SNP haplo-
types for the two subgroups of TLE (data not shown)
and again we found no significant association.
However, and as previously stated, negative results
involving the TLE-HS~ group should be kept with cau-
tion as power to detect an association is limited.

Prodynorphin

Stogmann et al. reported that PDYN promoter L allele
confers an increased risk for TLE in patients
with a family history of seizures (OR=2.25 (CI
1.41-3.62); p=0.0006) [7]. This result remained uncon-
firmed in three independent Caucasian populations [1,
20, 211.

In the present study, we find a non-significant trend
of excess of the L allele in those patients with a family
history of epilepsy (OR=1.60 (CI 0.82-3.31); p=0.163)
(Table 6).

:‘_ Springer
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Table 4 JL-] 543953 allcle and genotype distributions

Controls TLE-HS* TLE-HS™ P
n (%) n (%) n (%) TLE-HS*™ Power TLE-HS Power
¥s. controls V8. controls
Genotype 234 86 23 Nsd 0.97 Nsd 0.60
1-1 118 (50.4) 45(52.3) 14 (60.9)
1-2 101 (43.2) 34 (39.5) 8(34.8)
2-2 15(6.4) 7(8.2) 1 (4.3)

ATLE-HS*, TLE with hippocampal sclerosis; "TLE-HS-, TLE without hippocampal sclerosis; Spu, p uncorrected; 4NS, non-significant

Table 5 7L-75-511 allele and genotype distributions

Controls TLE-HS* TLE-HS Pt
n (%) n (%) n (%) TLE-HS+ Power TLE-HS Power
¥8. controls vs. controls
Genotype 227 86 23 NS&d 0.98 NS&d 0.51
1-1 99 (43.6) 35¢40.7) 12(52.2)
1-2 108 (47.6) 45(52.3) 9(39.1)
2-2 20(8.8) 6 (7.0) 2(87)

ATLE-HS*, TLE with hippocampal sclerosis; "TLE-HS-, TLE without hippocampal sclcrosis; Spu, p uncorrected; NS, non-significant

Table 6 PDYN allcle and genotype distributions

Controls Familial- OR o Power Nontamilial- OR f® Power
risk (95% CI) risk (95% CI)
TLE TLE
n (%) n (%) n (%)
Allele 412 42 0.163 0.68 166 NSb 098
L 106 15 1.60
(23.7) (35.7) (0.82— 50
33D (30.1) 1.24
(0.84-1.85)
H 306 27 0.62 116 0.80
(74.3) (64.3) (0.32-1.21) (69.9) (0.54—
1.20)
Genotype 206 21 0.32 83 NSb
LL 14(6.8) 2(9.5) 1.44 7(8.4) 1.26
(0.30-6.83) (0.49-3.25)
LH 78(37.9) 11 (524) 1.81 36(434) 1.26
(0.73—4.45) (0.75-2.11)
HH 114¢553) 8(38.1) 0.50(0.20-1.25) 40 (48.2) 0.75
(0.45-1.25)

o, p uncorrected; S, non-significant

Discussion

In this present paper, we attempt to replicate published
association studies between TLE, and subtypes of this
disease, and several candidate genes.

Some evidence has implicated ApcoE in the hip-
pocampal response to injury. Indeed, astrocytes reply to
neuronal damage by synthesising and releasing ApoE.
Three major isoforms of ApoE have been identified, £2,
£3 and 4 [8]. The ApeE ¢4 allele has often been asso-
ciated with neurclogical diseases and/or their early-age

onset in carriers: Alzheimer’s disease [22], amyotroph-
ic lateral scleresis [23] and Parkinson’s disease [24].
Although three other TLE association studies were
unable to find such effect [1, 13, 14] and the present
sample size is small, we have enough power to detect a
statistically significant result between an early age at
onset of TLE and the presence of the g4 allele.
Moreover, the present study is the second one that
reports an early age at onset in €4 TLE carriers. These
results suggest that TLE is one of the multiple neuro-
logical diseases for which ApoE has a general rele in

:‘_ Springer
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neuronal degeneration or regeneration, rather than a
specific role in their aetiopathogenesis.

IL-1 shows two structurally distinct forms, IL-1¢: and
TL-1f3, that act on the TL-1 receptor. Interleukin 1 recep-
tor antagonist protein (IL-1RA} acts on the same recep-
tor and inhibits TL-1¢; and TL-1f binding. TL.-1¢ and TL-
1B are involved in various immune responses, inflamma-
tory processes, apoptosis and haematopoiesis. They are
produced by monocytes and macrophages. Moreover, I1.-
lee and TL-15 are also synthesised by glial and neuronal
cells [25]. Their implication in the central nervous sys-
tem was demonstrated by the presence of high-density
IL-1 receptors in molecular and granular layers of den-
tate gyrus [26], suggesting a physiological role for IL-1
in the hippocampus.

In contrast to Kanemoto et al. [6], we found a positive
association between TLE and {£.-f 889, which is a vari-
ation in the 5° regulatory region. This result is in agree-
ment with the work of Peltola et al. These authors also
found a significantly higher frequency for IL-Jx allele 1
in patients with localisation-related epilepsy, such as
TLE, lobe temporal epilepsy, parieto-occipital epilepsy
and multifocal epilepsy [27]. Despite higher frequencies
of IL-1tx allele 1 and genotype 1-1 in all the sub-groups
compared to the controls, only some of them reach sig-
nificance (the whole TLE population and the TLE-HS*
and TLE-FC- sub-groups). This is probably due to a lack
of statistical power and larger groups of patients will be
needed to confirm this association and determine
whether it is subgroup specific. It is noteworthy that the
IL-12-889 polymorphism is functional: 2-2 homozy-
gotes showed an increased transcriptional activity com-
pared to 1-1 homozygotes and heterozygotes [28]. This
suggests that vulnerability to TLE may be related to
deregulation of the immune system, a hypothesis further
supported by the finding that three immune-related pro-
teins are down- or up-regulated — specifically the com-
plement factor 3, C3 — in brain of TLE patients [29].
Interestingly, the promoter region of C3 was found to be
very responsive to IL-1 [30].

Discrepancies have been reported in the association
studies between various epileptic syndromes and the /L-
1RA VNTR, which is described as a putative protein-
binding site and may influence gene expression [31]. For
the first time, in contrast to the research of Kanemoto et
al. [6] and despite weak statistical power, we observed
quite a strong positive association between this variant
and TLE: when compared to controls, TLE-HS- patients
displayed lower frequencies of allele 1 and genotype 1-1,
and higher frequencies of allele 2 and genotype 1-2 and
2-2. Tsai et al. reported an association between the same
polymorphism and FS, but in the opposite sense: the /L-
IRA allele 1 was significantly more frequent in FS chil-
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dren than in controls [32]. Due to the small sample size,
we were unable to test the associations between /L-1RA
VNTR and the TLE-HS—-FC* and TLE-HS--FC- sub-
groups. Before proposing pathophysiological hypotheses
for these different associations, replication using larger
study groups is required.

Similarly, conflicting results were also reported for
1L-1#-511 SNP, which is an AP-2 binding site [33]. The
positive association with fL-73-511 SNP observed in a
Japanese population [6] may be restricted to this ethnic
population. However IL-713-511 allele 2 was signifi-
cantly more present in Caucasian patients with localisa-
tion-related epilepsy, such as TLE, lobe temporal
epilepsy, parieto-occipital epilepsy and multifocal
epilepsy [27]. Finally, the /£-73-511 SNP was associat-
ed with FS only in Finnish [34] and German cohorts of
patients [35]. Very recently, Kauffman et al. assessed a
meta-analysis by pooling together all published studies
up to March 2007, regardless of the cohorts’ ethnicity.
They found a medest association between IL-15-511
allele 2 and TLE-HS* [36]. It is noteworthy that our
results also showed no significant association for the
1L-18+3953 SNP, in accordance with previously pub-
lished stadies [6, 15]. In contrast, the present negative
results for TLE-HS™ and these two SNP must be inter-
preted with caution due to the weak power of associa-
tion detection.

Finally, this present study, as well as some previous
related studies [1, 20, 21], were unable to replicate the
initial association between PDYN and TLE with a family
history for seizures [7]. However, a recently stratified
analysis, which pools four previous studies [1, 7, 20, 211,
showed a significant association [37]. Our non-obser-
vance of this association is possibly due to a lack of sta-
tistical power. Moreover, a study reported an association
between 32 autosomal dominant lateral temporal epilep-
sy index cases and PDYN [38].

Conclusion

The present study adds further data to the search for
susceptibility genes involved in TLE. Despite failure
to replicate most of the previously reported positive
associations, the publishing of our results is important
for future meta-analyses. Similarly, the positive asso-
ciation we report for the first time with I1.-7¢ and IL.-
IRA requires further analysis for confirmation of this
result.
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2.2.1 Discussion complémentaire

Gréace a cette étude de réplication, nous confirniaasociation significative de I'alleled

d’ApoE avec un début précoce de 'ELT. De plus, pour knpére fois,IL-1a et IL-1RA sont

associés a I'ELT dans une cohorte caucasiennst lhnportant que ces résultats soient répliqués
dans des cohortes indépendantes, afin de confojoeece ne sont pas de faux positifs. En ce qui
concerne les résultats négatifs, les mémes lesnmandations sont a respecter que pour I'étude
précédente. Par conséquent, tous ces résultasnti@ire interprétés avec prudence, car |'effet de
variants dans les maladies a hérédité complexsagst doute faible. Ainsi, afin de détecter ces
effets, il faut utiliser des échantillons beaucglys importants que ceux utilisés jusqu’alors. Ceci
peut aussi s'effectuer sous forme de méta-analysendition que tous les résultats, qu’ils soient

positifs ou négatifs, soient publiés.
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2.3 Validation de genes mis en évidence dans les ELT smles par

microarray

En collaboration avec I'équipe du Dr. P. SzepetowBkSERM, Marseille, France), nous
avons meneé une étude de validation de génes igsnpi&r microarray (Jamali et al. 2006).

2.3.1 Etudes transcriptionnelles des genes par microarray

Le développement récent des techniques de profilig&pression des genes par
microarray a permis d’effectuer des études trapsorinelles de genes en utilisant différents
tissus de patients ELT impliqués dans cette patfi@loEn complément a cette approche
systématique, la quantification paal-time PCR est un outil puissant pour confirmer les téssl|
des études d’expression.

Récemment, Jamali et al. ont effectué une étudgrkssion génique par microarray dans
une cohorte de patients avec ELT mésiale suiviealtalidation par real-time PCR. Pour cela, ils
ont utilisé des fragments de cortex entorhinalafatigpartie de la zone épileptogene du patient,
ainsi gu’une partie de néocortex temporal latéaai-@pileptogene. De plus, lors de l'autopsie de
personnes saines, des régions homologues ont é/ées comme contrdles. Une expression
différentielle de six genes a été mise en évidelares les tissus de patients avec ELT mésiale et
confirmés par RT-PCR. Trois génes surexprimés dogear des protéines du systeme immun :
CD99 qui code pour un antigene de surface impliguértegssus d’adhésion des cellules T ;
CD74 qui code pour une protéine qui participe a lagméstion de I'antigeneC3 qui code pour
le composant C3 du systeme du complément. Parnirdes génes sous-exprimésHL2 code
pour une protéine associée a une sous-unité du patassique et a la presenilin-2 associée a la
maladie d’Alzheimer. Les deux autres géenes sous+fagp codent pour des récepteurs aux
neurotransmetteurdHTR2Acode pour le récepteur a la sérotonine de typeNP¥ 1Rcode pour
le récepteur de type 1 du neuropéptide Y (Jamali. &006).

Des études plus récentes sont venues confirmerésefiats. Des PCR quantitatives de
I'expression des genes du systéme du complémentéinteffectuées sur des échantillons
d’hippocampes normaux et de patients avec ELT ptéseou non une sclérose hippocampique.
Une équipe a montré que3 était significativement surexprimés chez des pati@avec ELT et
sclérose hippocampique (Aronica et al. 2007). Unteeaétude par microarray a été effectuée sur
des échantillons d’hippocampes de patients souffrdlELT avec ou sans sclérose
hippocampique. Les résultats ont révélé des chaagisnde I'expression génique des échantillons
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provenant des patients avec sclérose hippocampilqunt,une augmentation de I'expression des
géenes associés a la structure astrocytaire, gldatéon du calcium, a la réponse inflammatoire,
dont CD74 (Lee et al. 2007).

2.3.2 Matériel et Méthodes

Descriptions des cohortes étudiées et des SNP cimis

Notre contribution a visé a valider I'implicatiore €D74, NPY1R HTR2Aainsi queC3
dans notre cohorte de patients ELT et de cont@&sgasiens (Salzmann et al. 2005).

Tous les SNP choisis pour cette étude ne sont pa&equilibre de liaison les uns par
rapport aux autres. Par conséquent, ils appartigraneles blocs haplotypiques distincts les uns
des autres. De plus, pour chacun des SNP cheaibgl# le plus rare devait avoir au minimum une
frequence> 0,2. Pour les trois premiers genes, nous avorié,tas a deux SNP par géne:
rs2569103 (5’'UTR) et rs3797618 (intron 1) p@D74 rs9764 (3'UTR) et rs4057797 (flanquant
NPY1R pourNPY1R rs6311 (5'UTR) pouHTR2A.

De part son importance dans le systeme immun,qusiISNP d€3 ont été typés : CA-
Repeat (microsatellite en 5’UTR), rs339392 (5-UTRP230199 (exon 3), rs428453 (exon 19),
rs344550 (exon 34) et rs379527 (3'UTR). Grace aésnltat statistiguement significatif chez nos
patients ELT avec antécédents de CF, nous avotgsttess les SNP dé3 dans notre cohorte de

CF, recrutée entre les hopitaux de Geneve, NeucRates et Montpellier{able 7.

Table 7 Caractéristigues démographiques et cliniqgues deHarte de CF
Variables n=97
M, no. (%) 54 (55.7)
F, no. (%) 43 (44.3)
Age moyen 7.74

CF simples, no. (%) 83 (85.6)
CF complexes, no. (%) 14 (14.4)
Antécédents d’épilepsie 19 (19.6)

Toutes nos cohortes de cas et de témoins sontalesa€lens d’Europe de I'ouest depuis,

au moins, deux générations. L'origine ethniqueéadéterminée par auto-questionnaire.
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Méthodes statistiques

L’'analyse statistique a été effectuée pour I'endende la cohorte de patients ELT, ainsi
que pour différents sous-groupes pertinents : TIE-H ELT avec sclérose hippocampique ;
TLE-HS — ELT sans sclérose hippocampique ; TLE-FELT avec antécédents de CF ; TLE-
FS — ELT sans antécédents de CF. Afin d’effectueratesparaisons génétiques entre les cas et
les contrdles, nous avons utilisé le testXfe(Chi 2) et des tables de contingence 2 x 2 pour
CD74, rs2569103 (5’UTR), rs3797618 (intron NPY1R rs9764 (3'UTR), rs4057797 (flanquant
NPY1R ; HTR2A rs6311 (5’'UTR) C3, rs2230199 (exon 3), rs428453 (exon 19), rs3448%0n
34), rs379527 (3'UTR).

Pour analyserC3 CA-Repeat, ainsi que I'haplotype CA-Repeat, rs32935'-UTR),
rs2230199 (exon 3), rs428453 (exon 19), rs3445%50n(@4), rs379527 (3'UTR), dans la cohorte
ELT et des sous-groupes ci-dessus, ainsi que lareobde CF, nous avons utilisé le programme
UNPHASED, qui permet d’estimer des haplotypes etccbmplir des tests d’associations.
UNPHASED est une application qui effectue des aswsygénétiques d’associations dans des
familles nucléaires et chez des sujets non-appssefe programme calcule une inférence de
maximum de vraisemblance pour les effets des hgmetet des génotypes, méme si des phases
sont incertaines et qu’il manque des génotypesesiede la vraisemblance calcule une différence
de risque entre un haplotype comparé a tous lessargtunis (Dudbridge 2008).

Comme dans notre étude précédente, nous avons Englasieurs marqueurs
polymorphiques dans différents genes. Par conséquee correction de Bonferroni devrait étre
appliguée afin de corriger pour des tests multifdles ajustements pour comparaisons multiples
sont recommandeés, afin d’éviter de rejeter trogdaent H. Pourtant, la réduction des erreurs de
type | augmente le taux d’erreurs de type Il etajaugmente la fréquence des affirmations
incorrectes sur les non-relations entre deux fasteAinsi, ceci pourrait amener a passer a coté
d’'une association, contenue dans les données,egserait pas dd a la chance (Rothman 1990).
Donc, en ce qui concerne le rejet g'H devrait étre vu comme une évidence des doneées
soutenu par d’autres explications. Par conséquiams cette étude-ci, tout comme dans la
précédente, nous avons décidé de ne pas corrige€soltats pour tests multiples afin de ne pas

nous pénaliser en passant a coté d’associatiosthpes
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2.3.3 Résultats

Les distributions génotypiques et alléliques chex patients et sous-groupes de patients ainsi lge® les contrbles sont a I'équilibre

d’Hardy-Weinberg dans tous les cas étudiés.
Cohorte ELT

= CD74
Les 2 SNP testés po@D74 n’ont montré aucune difference génotypique niligil& entre les cas et sous-groupes et les ténjbaide 3.

Par ailleurs, nous avons aussi effectué une anbhbletypique qui s’est avérée statistiguementsigniicative (données non-présentées).

Table 8 Distributions génotypiques et alléliques des SNED&4

SNP Position Témoins TLE TLE-HS TLE- TLE- TLE-FS Pron-corrigé
HS FS'
n (%) n (%) n (%) n®) n®) n(%) TLEvs TLE-HS vs TLE-HS' vs TLE-FS vs TLE-FS vs
Témoins Témoins TLE-HS Témoins TLE-FS
rs256910%'-UTR
Non-
Génotyped 64 110 80 29 50 60 Non-calculabl® Non-calculabl® Non-calculabl® Non-calculabl®
calculabl@
AA 141 85 61 23 39 46
(85.98) (77.27) (76.25) (79.31) (78.00) (76.67)
23 25 19 6 11 14
AG

(14.02) (22.73) (23.75) (20.69) (22.00) (23.33)
GG 0(0.0) 0(.0) 0(.0) 0(0.0) 0(0.0) 0f0.0
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SNP Position Témoins TLE TLE-HSTLE- TLE- TLE-FS Pron-corrigé
HS FS
n (%) n% n(%) n%) n(%) n(%) TLEvs TLE-HS vs TLE-HS' vs TLE-FS vs TLE-FS vs
Témoins Témoins TLE-HS Témoins TLE-FS
Alleles 328 220 160 58 100 120 0.077 0.072 0.754 0.197 0.877
A 305 195 141 52 89 106
(92.99) (88.64) (88.13) (89.66) (89.00) (88.33)
G 23 (7.01) 25 19 6 11 14
(11.36) (11.88) (10.34) (11.00) (11.67)
rs3797618ntron 1
Génotyped 87 116 83 32 55 61 0.989 0.784 0.397 0.819 0.608
GG 6(3.21) 4(3.45) 4(4.82) 0(0.0) 1(1.82Y432)
oT 51 31 21 10 14 17
(27.27) (26.72) (25.30) (31.25) (25.45) (27.87)
T 130 81 58 22 10 41
(69.52) (69.83) (69.88) (68.75) (72.73) (67.21)
Alleles 374 232 166 64 110 122 0.991 0.859 0.738 0.566 0.381
63 39 29 10 16 23
© (16.84) (16.81) (17.47) (15.63) (14.55) (18.85)
T 311 193 137 54 94 99

(83.16) (83.19) (82.53) (84.38) (85.45) (81.15)

3 Lep n'est pas calculable, car aucun génotype GG garéuvé.
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= NPYI1R
Le SNP rs9764 en 3'UTR déPY1Rn'a montré aucune différence génotypique ni &jiédi entre les cas et sous-groupes et les témains. P
contre, le SNP rs4057797 flanquant le géne momntesdifférence génotypique significative entre legssgroupes TLE-FSet TLE-FS avec une
surreprésentation des hétérozygotes AT chez lesASETable 9. Par ailleurs, nous avons aussi effectué uneysadlaplotypique qui s’est avérée

statistiqguement non-significative (données non-gmées).

Table 9 Distributions génotypiques et alléliques des SNRE¥ 1R

SNP Position Témoins TLE TLE-HSTLE-  TLE-FS' TLE-FS Pron-corrigé
HS
n (%) n (%) n (%) n®) n®%) n(%) TLEVSTLE-HS'vs  TLE-HS'vs TLE-FS'vs TLE-FS vs
Témoins Témoains TLE-HS Témoins TLE-FS
rs9764 3'UTR
Génotyped 95 107 75 31 51 56 0.577 0.853 0.334 0.357 0.442
cc 14 (7.18) 5(4.67) 5(6.67) 0(0.0) 1 (1.96)744)
cT 24 (37.95)38 26 12 19 19
(35.51) (34.67) (38.71) (37.25) (33.93)
T 107 64 44 19 31 33
(54.87) (59.81) (58.67) (61.29 (60.78) (58.93
Alleles 390 214 150 62 102 112 0.311 0.607 0.462 0.248 0.538
c 102 48 36 12 21 27
(26.15) (22.43) (24.00) (19.35) (20.59) (24.11)
T 288 166 114 50 81 85

(73.85) (77.57) (76.00) (80.65) (79.41) (75.89)
rs405779 Flanquant



127

SNP Position Témoins TLE TLE-HSTLE-  TLE-FS TLE-FS Pron-corigé
HS
n (%) n (%) n (%) n®) n(%) n(%) TLEVSTLE-HS'vs  TLE-HS'vs TLE-FS vs TLE-FS vs
Témoins Témoains TLE-HS Témoins TLE-FS
NPY1R
Génotyped 85 116 84 31 55 61 0.566 0.381 0.136 0.094 0.016
15 11 11
AA 32 (17.30) 4 (12.90)4 (7.27)
(12.93) (13.10) (18.03)
54 35 19 33 21
AT 85 (45.95)
(46.55) (41.67) (61.29) (60.00) (34.43)
47 38 18 29
T 68 (36.76) 8 (25.81)
(40.52) (45.24) (32.73) (47.54)
Alleles 370 232 168 62 110 122 0.319 0.161 0.179 0.572 0.748
A 149 84 57 27 41 43
(40.27) (36.21) (33.93) (43.55) (37.27) (35.25)
T 221 148 111 35 69 79
(59.73) (63.79) (66.07) (56.45) (62.73) (64.75)
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= HTR2A
Le SNP testé poudTR2An’a montré aucune différence génotypique ni ajlédi significative entre les cas et sous-groupdssetémoins
(Table 10.
Table 10 Distributions génotypiques et alléliques des SNPIT2A
SNP  Position Témoins TLE TLE- TLE-HS TLE-FS' TLE-FS Pron-corrigé
HS'
n (%) n (%) n@®) n(%) n@®) n(%) TLEvs TLE-HS vs TLE-HS' vs TLE-FS vs TLE-FS vs
Témoins Témoins TLE-HS Témoins TLE-FS
rs63115°UTR
Génotype36 103 72 30 49 54 0.718 0.497 0.651 0.818 0.971
13 10 10
AA 46 (19.49)20 (19.42) 6 (20.00)
(18.06) (20.41) (18.52)
122 33 16 23 26
AG 9 (47.57)
(51.69) (45.83) (53.33) (46.94) (48.15)
26 16 18
GG 68 (28.81)34 (33.01) 8 (26.67)
(36.11) (32.65) (33.33)
Allgles 472 206 144 60 98 108 0.607 0.356 0.454 0.791 0.852
214 59 28 43 46
A 9 (43.20)
(45.34) (40.97) (46.67) (43.88) (42.59)
117 85 32 55 62
G 89 (43.20)
(56.80) (59.03) (53.33) (56.12) (57.41)
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= C3
Les SNP rs339392 (5'-UTR), rs2230199 (exon 3),8483 (exon 19), rs344550 (exon 34) et rs379527TBUdeC3 n'ont montré aucune
différence génotypique ni allélique entre les casaeis-groupes et les témoins. Par contre, le CgeReen 5’'UTR dans le promoteur du géne
montre une différence allélique significative eresous-groupe TLE-FSt les témoins avec une diminution des fréquedessalléles 132 et 138
et une augmentation de celles des alléles 1406etidz les TLE-FS(Table 1).

Table 11 Distributions génotypiques et alléliques des SNE8e

SNP Position Témoins TLE TLE- TLE- TLE- TLE-FS Pron-corrigé
HS" HS FS
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) TLEvs TLE-HS'vs TLE-HS'vs TLE-FS'vs TLE-FS'vs
Témoins Témoins TLE-HS Témoins TLE-FS

CA-repeat 5’UTR
Génotypes 196 122 87 34 57 65 0.57 0.177 0.141 0.128 0.14
132/132 28(14.3) 14 (11.511(12.6) 3(8.8) 5(8.7) 9(13.8)
132/136 1 (0.5) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

11
132/138 50 (25.5) 25 (20.514 (16.1) 323 7 (12.3) 18 (27.7)

132/140  31(15.8) 21 (17.2)2 (13.8) 8 (23.5) (1119 3 10 (15.4)

132/146  15(7.6) 12(9.8) 11(12.6)(29) 7(123) 5(7.7)
134/138  1(05)  0(0) 0 (0) 000) 0(0  0(0)
136/136 1(0.5) 0 (0) 0 (0) 00) 0(0  0(0)
138/138 20(10.2) 8(6.6) 4(4.6) 4(11.8) 4(7) (64)
138/140  15(7.6) 14 (11512 (13.8) 2(5.9) 6(10.5) 8 (12.3)
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(28.80) (34.19) (35.29) (29.03)

(29.09) (38.71)

SNP Position Témoins TLE TLE- TLE- TLE- TLE-FS
HS' HS FS
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) TLEvs TLE-HS'vs TLE-HS'vs TLE-FS'vs TLE-FS vs
Témoins Témoins TLE-FS
138142 0(0) 1(08) 11 0() 1(t7) 0(0
138/146 13 (6.6) 12(9.8) 9(10.3) 3(8.8) 7 (12.3(7.7)
140/140 9(46) 7(57) 6(6.9) 1(29) 4(7) 3.
140/146 9 (46) 4(33) 3(34) 1(29) 1(17) 43]
146/146 3(15) 4(33) 4(46) 0(0) 4(7) 0(0)
Alleles 392 244 174 68 114 130 0.17 0.057 0.11
26

132 153 (39) 86 (35.3)59 (33.9) @82 (30 51 (39.2)
134 1(03) 0(0) 0 (0) 00 0(0  0(0)
136 3(0.8) 0(0) 0 (0) 00) 0@ 0(0)

119 24
138 68 (27.9) 44 (25.3) 9 (30)

(30.4) (35.3) (25.4)
140 73 (18.6) 53 (21.7)39 (22.4) 13 27 (20.8)

(19.1) (22.8)
142 0 (0) 1(04) 1(06) 0@ 1(09 0(0)
146 43 (15) 36 (14.8)31 (17.8) 5 (7.3) (20.2) 3(10)
rs339392 5-UTR

Génotypes184 117 85 31 55 62 0.599 0.546 0.455
GG 6(3.26) 3(256) 3(3.53) 0(0.0) 1(1.82)(323)
oT 53 40 30 9 16 24
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SNP Position Témoins TLE TLE- TLE- TLE- TLE-FS Pron-corrigé
HS" HS FS
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) TLEvs TLE-HS'vs TLE-HS'vs TLE-FS'vs TLE-FS vs
Témoins Témoins TLE-HS Témoins TLE-FS
125 74 52 22 38 36
o (67.93) (63.25) (61.18) (70.97) (69.09) (58.06)
Alleles 368 234 170 62 110 124 0.538 0.332 0.256  0.752 0.232
G 65 46 36 9 18 28
(17.66) (19.66) (21.18) (14.52) (16.36) (22.58)
T 303 188 134 53 92 96
(82.34) (80.34) (78.82) (85.48) (83.64) (77.42)
rs2230199 Exon 3
Génotypes189 122 89 32 58 64 0.89 0.928 0.256 0.916 0.256
ce 128 82 62 20 40 42
(67.72) (67.21) (69.66) (62.50) (38.98) (65.63)
cG 53 36 23 12 15 21
(28.04) (29.51) (25.84) (37.50) (17.11) (32.81)
GG 8(4.23) 4(3.28) 4(4.49) 0(0.0) 3(5.17)(156)
Alleles 378 244 178 64 116 128 0.944 0.81 0.811 97D 0.811
309 200 147 52 95 105
¢ (81.75) (81.97) (82.58) (81.25) (81.90) (82.03)
G 69 44 31 12 21 23
(18.25) (18.03) (17.42) (18.75) (18.10) (17.97)
rs428453 Exon 19
Génotypes 186 119 86 32 56 63 0.642 0.608 0.917 0.722 0.695
cc 27 13 9 (10.47)3 (9.38) 6 7 (11.11)
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SNP Position Témoins TLE TLE- TLE- TLE- TLE-FS Pron-corrigé
HS" HS FS
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) TLEvs TLE-HS'vs TLE-HS'vs TLE-FS'vs TLE-FS vs
Témoins Témoins TLE-HS Témoins TLE-FS

(1452)  (10.92) (10.71)
91 59 42 17 30 29

e (48.92) (49.58) (48.84) (53.13) (27.76) (46.03)

GG 68 47 35 12 20 27
(36.56) (39.50) (40.70) (37.50) (35.71) (42.86)

Alleles 372 238 172 64 112 126 0.417 0.359 0.88 T7® 0.588
145 85 60 23 42 43

¢ (38.98) (35.71) (34.88) (22.51) (37.50) (34.13)

G 227 153 112 41 70 83

(61.02) (64.29) (65.12) (64.06) (62.50) (65.87)

Intron
rs344550
34

Génotypes 190 116 84 31 56 60 0.736 0.74 0.515 0.582 0.648
91 52 36 15 26 26
cc (47.89) (44.83) (42.86) (48.39) (46.43) (43.33)
81 50 39 11 22 28
e (42.63) (43.10) (46.43) (35.48) (39.29) (46.67)
GG 18 (9.47) 14 9 (10.71) > 8 6 (10.00)
(12.07) (16.13) (14.29)
Alleles 380 232 168 62 112 120 0.466 0.467 0.993 053 0.924
c 263 154 111 41 74 80

(69.21) (66.38) (66.07) (66.13) (66.07) (66.67)
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SNP Position Témoins TLE TLE- TLE- TLE- TLE-FS Pron-corrigé
HS" HS FS
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) TLEvs TLE-HS'vs TLE-HS'vs TLE-FS'vs TLE-FS vs
Témoins Témoins TLE-HS Témoins TLE-FS
117 78 57 21 38 40
© (30.79) (33.62) (33.93) (33.87) (33.93) (33.33)
rs379527 3-UTR
Génotypes 180 117 85 31 56 61 0.133 0.22 0.216 0.126 0.822
TT 9 (5.00) 13 9 (10.59) 4 ! 6 (9.84)
(11.11) (12.90) (12.50)
85 49 40 9 22 27
T (47.22) (41.88) (47.06) (29.03) (39.29) (44.26)
86 55 36 18 27 28
e (47.78) (47.01) (42.35) (58.06) (48.21) (45.90)
Alleles 360 234 170 62 112 122 0.371 0.198 0.334 0.474 0.977
G 103 75 58 17 36 39
(28.61) (32.05) (34.12) (27.42) (32.14) (31.97)
- 257 159 112 45 76 83
(71.39) (67.95) (65.88) (72.58) (67.86) (68.03)
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Par ailleurs, nous avons aussi effectué une analgsitypique Tables 12et 13). Dans I'analyse haplotypique compléte qui compase
ELT aux contrdles, I'haplotype (138-4-2-2-3-3) cemaint I'alléle 138 du CA-repeat est plus rare daszas, alors que I'haplotype avec l'alléle 146

(146-4-2-3-2-4) est plus fréquent chez les cassianalyse qui compare le sous-groupe TLE-ld&ec les témoins, les haplotypes 132-4-2-3-2-4,
138-4-2-2-3-3 et 140-4-2-2-2-4 sont rares, alors ps haplotypes 140-4-3-3-3-3 et 146-4-2-3-2-4t gus fréquents chez les TLE-H®ans
I'analyse TLE-FS comparés aux témoins, les haplotypes 132-4-2-3138-4-2-2-3-3 et 140-4-2-2-2-4 sont rares, atprs I'haplotype 146-4-2-3-
2-4 est fréquent chez les TLE-FGable 12.

Table 12 Analyse haplotypique complete @8
Haplotype Témoins TLE TLE- TLE- TLE-FS" TLE-FS Pron-corrigé
HS' HS
Configuration CA-repeat-5'UTR- Fréquence Frégence Frégence Frégence Frégence Frégence TLE vs TLE-HS' vs TLE-HS" TLE-FS'vs TLE-FS vs
Exon3-Exon19-Intron34-3'UTR Témoins  Témoins Vs Témoins TLE-FS
TLE-HS
global NS 0.0094 0.029 0.0058 0.01
132-3-2-2-2-4 0.03826 0.03614 0.0345 O 0.03699 2¥V5 0.9758 0.7143 0.000094
132-3-2-2-3-3 0.02718 0.03376 0.03026 0.03571 &D160.03541 0.7498 0.803 0.9347
132-3-2-3-2-4 0.07522  0.08117 0.08871 0.05731 (@R®6590.06801 0.5125 0.83 0.9231
132-4-2-2-2-4 0 0.04924 0.04606 0.05305 0.0725335R0 0.4801 0.6681 0.3647
132-4-2-3-2-4 0.1269 0.06233 0.03468 0.1434 0.052086663 0.5675 0.03712 0.01275
132-4-2-3-3-3 0.06623  0.06295 0.03535 0.08929 O 992Q 0.9327 0.5082 0.134  0.02417 0.000035
138-4-2-2-2-4 0.1639 0.1069 0.1171 0.1129 0.123 7310 0.1649 0.1302 0.9886
138-4-2-2-3-3 0.07137 0.01428 0.0102 - 0.02078 - 0.01281 0.005686 - 0.01319
138-4-2-3-2-4 0.08318 0.09992 0.08282 0.146 0.09063476 0.7534 0.9824 0.2525
140-4-2-2-2-4 0.03159 O 0 0.03571 O - 0.08365 0.000000000029 0.0000002 0.0000774
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Témoins

TLE-FS" TLE-FS

Haplotype TLE TLE- TLE- Pron-corrigé
HS" HS

Configuration CA-repeat-5'UTR- Fréquence Frégence Frégence Frégence Frégence Frégence TLE vs TLE-HS' vs TLE-HS" TLE-FS'vs TLE-FS vs

Exon3-Exon19-Intron34-3'UTR Témoins  Témoins Vs Témoins TLE-FS
TLE-HS

140-4-2-3-2-4 0.01162 0.04101 0.04285 O 0.03061 52B8 0.3732 0.2974 0.141

140-4-3-3-2-4 0.05451 0.05652 0.05307 0.1123 0.8116.09299 0.3886 0.7287 0.3227 0.002074

140-4-3-3-3-3 0 0.05547 0.08579 0.0231 0.1043 (®0450.1141 0.0242 0.1134

146-4-2-2-2-4 0.01429 0.03151 0.03401 0.01786 BB400.03281 0.3176 0.2625 0.2923

146-4-2-3-2-3 0.01393 0.03435 0.04098 0.01786 ®B590.0186 0.6198 0.3828 0.2852

0.02413 0.04141 0.05958 O 0.05161 O 0.03669 0.006421 0.001177 0.0004062
146-4-2-3-3-3 0.03836  0.03881 0.04025 0.03571 (10230.05385 0.7942 0.4839 0.3584
0 - - 0.03904 0 - - - 0.000000016

Avec A=1,C=2,G=3,T=4



136

Finalement, I'analyse haplotypique peut se rédaiBeSNP : le CA-repeat, rs2230199 (exon 3) et ¥82&exon 19). Les résultats montrent
que I'haplotype 146-2-3 est plus fréquent chestass-groupes TLE-HSet TLE-FS comparés aux témoins, alors que I'haplotype 1£0e2t plus
rare chez les TLE-HSet I'haplotype 132-2-3 plus rare chez les TLE-FBable 13.

Table 13 Analyse haplotypique réduite @8

Haplotype Témoins TLE TLE-HS TLE-HS TLE-FS" TLE-FS Pron-corrigé
Frégence Frégence Frégence Frégencérégence Frégence TLE vs TLE-HSvs TLE-HS'vs TLE-FS vs TLE-FS'vs
Configuration CA-repeat-Exon3-Exoni9 Témoins Témoins TLE-HS  Témoins TLE-FS
_ 0.08199 0.1571  0.04177 0.1754 0.07984 0.03314  0.0035 0.02633  0.02857
140-2-2 0.04679 0.006992.03259 0.01223 O 0.007236 NS NS NS
132-2-3 0.2738 0.1719 0.3442 0.121 0.269 NS NS 0.01402 0.007391

DAvecA=1,C=2,G=3,T=4
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Cohorte CF

Etant donné les résultats significatifs dans lessgnoupe TLE-FS(ELT avec antécédents
de CF), nous avons décidé d’effectuer les mémelysmsagenotypiques et haplotypiques dans
notre cohorte de CF (FS). Seules les données ge#gogs et alléliques pour le CA-repeat sont
montrées, car elles seules présentent un réstdtatisjuement significatifTlable 14. L'analyse
génotypique statistiquement significative montre ¢g1 132/138 est rare chez les CF. Quant aux
génotypes 132/132, 132/134, 132/146 et 138/148pihs plus fréquents chez les cas que chez les
témoins. En ce qui concerne les alléles, le 138memhs fréquent chez les CF que chez les

témoins. Les alleles 140 et 146, sont, quant apus,présents chez les malades.

Table 14 Distributions génotypiques et alléliques de CA-adieC3

Témoins FS Pron-corrigé

n % n %
Génotypes 196 97 0.02
_ 28 14.29 18 18.56
132/136 1 0.51 0 0
132/138 50 25.51 12 12.37
_ 31 15.82 17 17.53
132/142 0 0 1 1.03
_ 15 7.65 10 10.31
134/138 1 0.51 0 0
136/136 1 0.51 0 0
138/138 20 10.2 9 9.28
_ 15 7.65 10 10.31
138/146 13 6.63 4 4.12
140/140 9 4.59 5 5.15
140/142 0 0 1 1.03
140/146 9 4.59 5 5.15
142/146 0 0 1 1.03
146/146 3 1.53 3 3.09
146/148 0 0 1 1.03
Allgles 392 194
132 153 39.03 76 39.18
134 1 0.26 0 0
136 3 0.77 0 0
138 119 30.36 44 22.68

73 18.62 43 22.16
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Témoins FS Pron-corrige
n % n %
142 0 0 3 1.553
_ 43 10.97 27 13.92
148 0 0 1 0.52

L’analyse haplotypiqueT@ables 15et 16) de notre cohorte de CF montre une diminution
significative des fréquences des haplotypes swvahB8-4-2-2-3-3, 140-4-2-2-2-4 et 146-4-2-3-

3-3 (Table 19.

Table 15 Analyse haplotypique complete @8
Haplotype Témoins FS Pron-corrigé
Configuration CA-repeat-5'UTR- Frégence Frégence
Exon3-Exon19-Intron34-3'UTR
global 0.00672
132-3-2-2-2-4 0.03826 0.01376 0.6088
132-3-2-3-2-4 0.07522 0.1305 0.2797
132-4-2-3-2-4 0.1269 0.08083  0.3368
132-4-2-3-3-3 0.06623 0.06977  0.9033
138-4-2-2-2-4 0.1639 0.1433 0.3139
138-4-2-2-3-3 0.07137 0 0.0003984
138-4-2-3-2-4 0.08318 0.04992 0.4256
138-4-2-3-3-3 0 0.04472 0.1804
140-4-2-2-2-4 0.03159 0 0.000000000000139
140-4-3-2-3-3 0.0256 0.04545  0.4345
140-4-3-3-2-4 0.05451 0.1012 0.09318
146-4-2-3-2-4 0.02413 0.0636 0.1782
146-4-2-3-3-3 0.03836 0 0.000000000000139

DAvecA=1,C=2,G=3,T=4

Finalement, I'analyse haplotypique peut se redaive CA-repeat couplé a un SNP

particulier. Dans les 3 cas de figure, les haplesypi-dessus sont moins fréquents chez les CF que

chez les témoinsT@ble 16.
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Table 16 Analyse haplotypique réduite @8

Haplotype Témoins FS Pron-corrigé

Configuration Frégence-régence

CA-repeat-Intron34
146-3 0.04334 O 0.0005312

CA-repeat-Exonl9
138-2 0.2241 0.1172 0.0328

CA-repeat-Exon3
140-2 0.07048 0.019690.01773

2.3.4 Discussion

Les études cas-témoins sont faites pour identdgepetits effets des génes sur le génotype
des maladies communes et complexes, telles queLlE®t les CF. Lors de la sélection des SNP
candidats, deux approches sont possibles. La preroansiste a utiliser des SNP qui possédent
une fonction biologique possible. La seconde adiitve, qui est plus efficace et plus utilisée
aujourd’hui, consiste a sélectionner des SNP wétigs » (tagSNP) se trouvant dans des blocs de
DL différents et de construire les haplotypes quirésultent. Ainsi, la majeure partie de la
variation génétique de la région génomique en guesst examinée.

Dans un premier temps, nous avons analysé des SHNiRuant dans ou flaquant les genes
candidats les uns apreés les autres, malgré qugism pas tous une fonction biologique probable.
Les trois seules associations significatives étaiesd057797 NPY 1R dans la comparaison des
sous-groupes TLE-FSet TLE-FS et CA-Repeat (C3) dans les comparaisons des TLEeES
témoins, ainsi que CF et témoins. Tout comme dahsde précédente, ces résultats ne sont pas
corrigés pour tests multiples, afin de ne pas passeEté d’'une association, contenue dans les
données, qui ne serait pas di a la chance (Rotlir9@0). Il en va de méme pour I'analyse
haplotypique qui suit.

N’ayant aucune fonction biologique connue, puidgesi en position flanquant le gene, le
résultat positif pour rs4057797 doit étre inter@ré@vec prudence et ne nous permet pas de
conclure a la réelle influence du geN®Y1Rsur le phénotype de la maladie. Cela demande
réplication dans des cohortes indépendantes. D& playant trouvé aucun résultat significatif
pour I'haplotype dINPY1R comportant les SNP rs9764 et rs4057797, la reamdation serait
de I'étendre a plus de marqueurs appartenant cheades blocs de DL différents.
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Nos résultats significatifs pour le CA-Repeat duey€3 nous ont révélé une diminution
de la fréquence de l'alléle 138 chez les TLE;R@nsi que chez les CF, alors que les alléleset40
146 sont plus fréequents dans ces deux mémes ceh@Qes résultats suggerent que l'allele 138
serait protecteur face a la survenue de convulsiébsles, alors que les alleles 140 et 146
favoriseraient leur survenue.

Dans une seconde approche, nous avons réalisénahse haplotypique pour les génes
dans lesquels nous avons testé au moins 2 SNP.igll@srésultats significatifs pour le ge@s,
les résultats pour les autres genes se sont avégadifs. Ceci peut s’expliquer par le fait que la
région candidate n’était pas assez couverte en BBt évident que 2 SNP ne sont pas toujours
suffisants pour capturer la totalité de la varigbit’'un géne et qu'ils ne refletent pas toute la
diversité génique de cette région. Par conséqulefaudrait génotyper plus de SNP dans et
flanquant ces génes, afin de définitivement lesluegcou de les associer a un phénotype
particulier. Pour le gen€3, nous avons génotypé 6 marqueurs, dont un migiisatsitué en
5'UTR du gene. Ceci nous a permis de révéler tlautiversité de la région génomique étudiée et
de mettre en évidence des haplotypes particuliEgstiquement significatifs et associés au
phénotype étudié.

Tout comme pour I'étude dG3 CA-Repeat, deux haplotypes sont moins fréquentz ch
les CF ainsi que dans le sous-groupe TLE-F$38-4-2-2-3-3 et 140-4-2-2-2-4. Ces deux
haplotypes seraient donc protecteurs face a desdgs de convulsions fébriles. lls seraient le
reflet de la variété génotypique a un locus domm@atiants communs. Ces derniers ont un effet
moindre si ils sont pris un a un, mais leur comisima peut donner lieu a un haplotype rare
associée a une maladie commune. Nous avons troawvtres haplotypes associés au phénotype
TLE-HS': les haplotypes 132-4-2-3-2-4, 138-4-2-2-3-3 40-4-2-2-2-4 sont rares et seraient
protecteurs face a la survenue d’'une ELT, lorsqueakient présente des antécédents de sclérose
hippocampique. A l'inverse, les haplotypes 140-3-3-3 et 146-4-2-3-2-4 sont plus fréquents et
donc favoriseraient la survenue d’'une ELT chez atiept avec sclérose hippocampique.

Nous sommes conscients qu’il faudrait étudier éeffle tous ces haplotypes dans des
cohortes indépendantes et plus grandes, ce quienigrait le pouvoir statistique de I'analyse.
Ainsi, nous pourrions valider ou exclure I'effet @8 sur la maladie. De plus, il serait intéressant
de tester la fonctionnalité de ces haplotyipegtro dans un systéme cellulaire approprié.

En ce qui concerne les autres genes a résultatispagment négatif, il faudrait les tester
dans des cohortes comportant plus d’individus, wefagiliterait I'investigation de plus de tag
SNP, qui seraient plus représentatifs des varigtmmmmunes de toute la région génomique

candidate. De plus, nous ne pouvons pas exclurchangement structural génomique dans ces
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génes candidates, comme par exemple une variatioihbre de copies (CNV en anglais pour
copy number variation(Feuk et al. 2006). Ce phénomene est impossibletire en évidence
avec une étude d’association cas-témoins.

En résumé, cette étude montre pour la premiereufoésassociation entre ELT, CF et des
variants génétiques du ge@s, qui a été montré comme surexprimé par I'équipdaiteali et al.
dans leur étude d’expression génique par microatias une cohorte de patients avec ELT
mésiale (Jamali et al. 2006). Nous mettons ausévience une association positive pour le SNP
rs4057797 du gendPY 1R dont la fonction reste inconnue. Finalement, ndabservons aucune

différence pour les fréquences alléliques, génqtyes et haplotypiques des gereb74 et
HTR2Aet ELT.
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3 Etude de liaison géneétique : analyse génétique d'an
famille marocaine consanguine avec le syndrome
Generalized Epilepsy with Febrile Seizures Plus
(GEFS")

3.1 Introduction

Les CF sont I'événement convulsive humain le plimmun avec une prévalence de 2—
5% (Hauser 1994). Ce syndrome apparait entre 3 gtdisans. Il est associé a un épisode de
fievre, mais ne présente aucune évidence d’infecimracranienne (Consensus Development
Panel, 1980) . Les CF typiques disparaissent didge de 5 ans. L'existence d’une composante
génétique pour les CF a été démontrée grace ade<£familiales et de jumeaux. Rich et al. ont
montré que dans certaines familles, le phénotypss cempatible avec une transmission
autosomale dominante et une pénétrance incompéeta thaladie (Rich et al. 1987). Neuf loci
ont été impliqués dans I'étiologie des CF famikal®armi tous ces loci, seuls 3 génes liés a la
maladie ont identifié par clonage positionnel. @sdes ont été menées dans des familles de
différentes origines ethnigues avec un mode destnéggsion autosomal dominant de la maladie
(Table 17
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Table 17 Loci candidats pour les CF

Locus  Région chromosomique  Geéne identifié Référence

FEB1  8g13-g21 - Wallace et al.1996

FEB2 19p13.3 - Johson et al., 1998

FEB3  2023-q24 - Pfeiffer et al., 1999
MASS1(Monogenic Audiogenic Seizure

FEB4  5qgl4-q15 o Nakayama et al., 2002
Susceptibility 1)

FEB5  6022-q24 - Nabbout et al., 2002

FEBG6 18p11.2 IMPA2 (Myo-Inositol Monophosphatase 2) Nakayaetal, 2004

FEB7 21922 - Hedera et al., 2006

Wallace et al.2001
FEB8  5@31.1-33.1 GABRG2(GABA-A receptor subunit gamma-2) Marini et al., 2003

Audenaert et al., 2006

3p24.2-23 et 18p
FEB9 N . - Nabbout et al., 2007
(modifieur possible)

Le syndrome GEFS déja décrit dans le chapitten génétique des épilepsjesst le lien
entre les CF et d'autres types d’épilepsies. itsmEnt un continuum de phénotypes, qui inclut des
CF typiques ou atypiques, ou les CF persistenteddu-de 5 ans, des crises afébriles, qui regroupe
des crises généralisées tonico-cloniques, des edsedes crises myoclonique ou atonique, des
épilepsies myoclonic-astatique et des épilepsiggreé du nourrissons (Scheffer and Berkovic
1997). Cinq loci et 4 génes ont déja été rappaaésme liés au syndrome GEFGable 18.

Table 18 Loci candidats pour les GEFS

Locus Région Geéne identifié Références

chromosomique

GEFS1 19g13.1 SCN1B(Sodium voltage-gated ion channel beta subunit) Wallace et al., 1998
GEFS2 2g21-933 SCN1A(Sodium voltage-gated ion channel alpha subunit) cafg et al.2000
GEFS3 534 GABRG2(GABA-A receptor subunit gamma-2) Baulac et alQ20
GEFS4 2p24 - Audenaert et al., 2005

GEFS5 136.6 GABRD(GABA-A receptor subunit delta) Dibbens et al.020
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3.2 Matériel & Méthodes

3.2.1 Analyse de la famille

Une famille présentant un syndrome GERS été identifiée par le Dr. D. Chaigne,
neuropédiatre, attaché des Hoépitaux UniversitaitesStrasbourg. Originaire du Maroc, cette
famille, dont les parents sont consanguins, préseptatre malades avec des phénotypes
différents :

= L’individu IlI-1 a fait une seule CF a l'age de Bsa

= L’individu 1lI-3 a une fausse jumelle (llI-2). Ella fait plusieurs CF graves,
des crises partielles complexes et présente uoghégrhippocampique.

= L’individu IlI-6 : a fait des CF graves a I'age de 3 ans lors diéjeis
fébriles accompagnés d’infections. Elle a préserdés clonies
hémicorporelles gauches. Elle a été traité d’emblsc de la Dépakine
(acide valproic) et les crises ne sont plus revenue

= L’individu 1lI-7 a présenté a la naissance une lygédphalie post-
hémyplégique sur phlébite accompagnée de crisas.iiarvalle libre. A
11 mois, il a fait plusieurs CF. A noter que ceigrdtest sous Gardenal

depuis sa naissance.

Figure 27  Famille marocaine consanguine de trois générativas syndrome GEFS

‘ une CF

CF graves, des crises partielles complexes
<> et une atrophie hippocampique

CF graves lors d'épisodes fébriles accompagnéfedtion
et des clonies hémicorporelles gauches

‘ Plusieurs CF
'OUOLTOOHO00

e Cell dn




145

3.2.2 Extraction d’ADN

Des échantillons sanguins ont été prélevés chetiledividus affectés ainsi que chez les 5

individus sains de la deuxieme et troisieme gémdrafil-2—III-7). L'ADN génomique a été

extrait du sang veineux, a partir des leucocytesir Rela, le kit d’extraction d’ADNNucleon

BACC 2 kit(tAmersham), a base de phénol-chloroforme a éigauti

3.2.3 Analyse des loci candidats FEB et GEFS

Une cartographie d’exclusion a été effectuée disait des marqueurs (microsatellites et

répétitions introniques) se situant dans ou flanges loci FEB et GEFYTable 19

Table 19 Marqueurs utilisés pour la cartographie primairexdlusion
Locus Marqueur Position génétique (cM)  Positiongimye (Mb)
GEFS1 D19S414 53.20 36.60

D19S868 55.90 38.15
D19S425 58.70 40.19
SCN1BInt1
(GCC-repeat in intron 1) 29.00 40.21
D19S893 61.40 40.26
GEFS2/FEB3 D2S382 174.90 165.68
D2S124 175.40 165.85
D2S111 175.00 165.97
D2S2330 175.50 166.41
D2S2345 177.20 168.43
D2S326 184.10 172.81
D2S2314 188.90 176.57
GEFS3 D5S1465 162.00 161.35
GABRG2Int1
(CA-repeat in intron 1) 16250 161.44
GABRG2Int5
(CA-repeat in intron 5) 162.60 161.48
D5S2576 162.63 161.51
D17S2131 162.75 161.88
D5S422 163.90 162.09
GEFS4 D2S1360 38.33 17.36
D2S305 38.87 19.28
D2S2342 40.47 20.19
FEB1 D8S553 81.50 67.10
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Locus Marqueur Position génétique (cM)  Positiongimye (Mb)
D8S533 81.50 67.16
D8S1058 90.10 73.09
D8S279 90.20 73.15
FEB2 D19S424 10.97 3.18
D19S894 15.55 4.34
D19S177 20.75 5.47
D19S1034 20.75 6.06
D19S406 25.17 7.33
D19S76 25.17 7.56
FEB4 MASSTIntSS 99.30 90.20
(CA-repeat in intron 85)
D5S644 104.76 95.84
D5S2079 108.07 98.23
FEB5 D6S1620 129.10 129.99
D6S1572 129.80 131.38
D6S472 132.70 132.58
FEB6 D18S1153 34.70 10.12
D18S1158 38.10 10.73
IMPA2Int5
42.00 12.01
(CA-repeat in intron 5)
D18S71 42.80 12.59

De par sa consanguinité, cette famille marocainéte analysée selon I'hypothése
suivante : le trait est déterminé par 'lhomozyggieir une méme mutation responsable, et donc
un méme haplotype flanquant, héritée par descerdées lod scores ont été calculéssemgle-

pointou two-pointpar le programme MERLIN (ver. 1.1.2.), selon un glecautosomal récessif.
3.2.4 Analyse de liaison pangénomique

Dans un deuxieme temps, une analyse de liaisonépangque a été réalisée en utilisant
les puces & ADM\ffymetrix GeneChip Mapping 500K array Nspl ¢hipelon les instructions du
fabricant (http://www.affymetrix.com/support/indeix). Ces puces ont permis de génotyper
[260,000 SNP par individu. Elles ont été scannéesepscanneGeneChip Scanner 3000 7G
données ont été traitées avec le programme Gendlifdmting Software (GCOS, ver. 1.4), puis
le programme GeneChip Genotyping Analysis SoftW&¥TPE, ver. 4.1) a permis de calculer
les call rates mais aussi de transformer les données, afin sledadre compatibles avec le

programme MERLIN. Gréace a lui, nous avons effecto€ analyse paramétrique de liaisimgle
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point en utilisant un modeéle autosomal récessif, avecpénétrance compléete et une fréquence
alléliqgue a 0.001. Afin de confirmer la région itigne par descendance présente a l'état
homozygote chez uniquement tous les malades, naus aitilisé le programme AutoSNPa (Carr
et al. 2006).

Afin d’affiner I'analyse de la région homozygote identique par descendance mise en
évidence chez tous les affectés de la famille, osrosatellites, choisis grace a UCSC

(http://genome.ucsc.edu), ont été génotypés chezlés individus de la familld able 20.

Table 20 Microsatellites utilisés pour affiner I'analyse lig@son

Markers  Position génétique (cM) Position physigub)

D8S1828 70.60 56.96
D8S1816 70.60 57.52
D8S507  75.00 59.30
D8S1763 78.30 60.27
D8S1812 78.30 60.85
D8S260 78.80 61.98
D8S1843 78.80 62.42
D8S1696 79.40 64.00
D8S544  81.00 65.75
D8S1841 81.50 66.22
D8S1785 82.00 67.74
D8S1775 85.80 68.99

3.2.5 Analyse du nombre de copies d’ADN

Afin de tester I'existence d’'une délétion ou d’uhgplication chromosomique ségrégeant
avec le phénotype, nous avons vérifie le nombreames d’ADN (en anglaiscopy-number
variations— CNVs) chez un des quatre affectés (lll-1)eXpérience a été réalisée grace au kit
Agilent Human Genome CGH Microarray Kit 2448anta Clara, CA). La puce a été scannée par
un scannergilent DNA microarray scanneiles données ont été obtenues par le programme
Agilent Feature extraction software & ont été analysées par le programfmglent CGH
analytics 3.4 softwarePuis, ces données de cartographie ont été apalysdr la base des
séquences du génome humain, en utilisant la baselotméesNCBI Build 35, Hgl7

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Puis, les variatioda nombre de copies ont été vérifiées grace a
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la base de données Genomic Variants (http://psjeely.ca/variation/, Human genome (May
2004Assembly)(hgl7)).

3.2.6 Séquencage des genes candidats de la région d’i@er

Tous les génes connus et prédits de la régioniglenpar descendance et homozygotes
chez les membres affectés de la famille ont ét@eségs. Des PCR pour tous les exons et les
jonctions d’épissage ont été réalisées. Pour ¢tetaamorces PCR ont été élaborées grace aux
séquences publiées dans les bases donBassmbl (http://www.ensembl.org/index.html) et
UCSC  (http://genome.ucsc.edu), avec le  programme imeP3  (ver. 0.4.0)
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_wwcgi).

Les produits PCR ont été purifiés avec le QitAquick PCR Purification KitQiagen,
Germantown, MD, USA) et séquences, en utilisakitidBl PRISM BigDye Terminators v1.1 /
v3.1 Sequencing Kipar unABI PRISM 3100 Genetic Analyz@?E Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). L’'analyse des séquences a été géalpar les programmes ApE - A Plasmid
Editor (ver. 1.12) et Sequencher (ver. 4.8).

3.2.7 Analyse de deux mutations dans le promoteur du ger@eRH

Combi et al., ont identifie deux variations nucidmfues, —1470C>A et —-1166G>C, dans
la région promotrice d€RH qui code pour la corticotropin releasing hormatesz des patients
souffrant d’épilepsie nocturne du lobe frontal (Garat al. 2005). Etant donné q@RH est un
géne candidat potentiel situé dans la région idastipar descendance et homozygote chez les
malades, une PCR avec des amorces flanquant lesndgiations a été réalisée dans la famille

marocaine.

3.2.8 Analyse des mutationsCPAG6 (C1025T) Ala270Val etC8orf45 (A290G)
Tyr70Cys par pyroséquencage

Les mutationsCPAG6 (C1025T) etC8orf45 (A290G) ont été génotypées dans les cohortes
de témoins caucasiens et de CF décrites plus thas, un échantillon de malades maghrébins de
I’hpital de Tunis (Tunisie) hospitalisés pour ifas du myocarde, ainsi que dans deux familles
consanguines originaires de Sousse, en Tuniseguétrant d’EMJ. Le génotypage a été réalisé
par pyroséquencage en utilisant le syst@®ymsequencing SystefBiotage, Uppsala, Sweden) et
les instructions du fabricant (http://www.biotagerg.
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3.2.9 CPA6 et C8orf45séquenceés dans la famille FEB@wvallace et al. 1996)

Tous les exons des geneéBA6et C8orf450nt été séquencés chez certains individus de la
famille FEBL1 : 1I-1, II-4, 1I-6 and 1I-8 Figure 18 (Wallace et al. 1996). Les amorces PCR sont

les mémes que celles utilisées pour le séquengzsggahes candidats.
3.2.1Analyse de I'expression des gen€PA6 et C8orf45par RT-PCR

L’ARN a été extrait d’hippocampes, de noyaux duheapt de cortex, car ces régions sont
potentiellement impliquées dans I'épilepsie (vdinttoduction). Ce matériel provient de 2
témoins caucasiens sans antécédent connu d'épildgeixtraction a été effectuée avec le kit
Rneasy LT mini kit and Rnase free Dnase(®#gen, Germantown, MD, USA). La qualité de
I'extraction des échantillons ARN a été contrélée pn bioanalyseu2100 BioanalyzefAgilent,
Santa Clara, CA, USA). La synthése d’ADNc a éteaifee par le kiSuperScript Il First-
Strand Synthesis System for RT-PCRkititrogen, Carlsbad, CA. USA). Des RT-PCR oré ét
réalisées avec '’ADNc pour les deux génes m@B#46 et C8orf45 ainsi que pour un gene de
ménage qui code pour Jgactine, dont les amorces sont livrées avec |&SkjerScript 11l Les
amorces pour les RT-PCR des geéenes d'intérét sensign 3'UTR. Elles ont été élaborées de la

méme maniére que les amorces utilisées pour leeaégge.
3.2.11Analyse comparative des séquences protéiques de (Pét C8orf45

Les programmes ClustalW (http://www.ch.embnet.@fg/gare/ClustalW.html) et
BOXSHADE 3.21 (http://www.ch.embnet.org/software/Bdorm.html) ont été utilisé pour faire
des alignements de séquences multiples, afin derndiéter le degré de conservation de la
séquence protéique de CPAG6 et de C8orf45 au traeergvolution des vertébrés. De plus, pour
CPAG, un alignement avec les autres membres dauafamille A/B des carboxypeptidases a été

réalisé (Lyons et al. 2008).
3.2.12Analyse de la structure protéique de CPA6 et C8orfs

Le programme Deep View (ver 3.7) (http://spdbvhvitah/), autrefois nommé Swiss-
PDB Viewer, a été utilisé afin de modéliser lest@irees CPA6 & C8orf45 ainsi que leur mutation
et leur localisation dans la structure protéique.

Une recherche pour la protéine CPA6 a été effectgée le site ExPAsy
(http://www.expasy.ch/), pour savoir si la mutatjone un role dans la fonction protéique. Afin
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de connaitre sa fonction probable, la séquenceéipua de C8orf45 a été analysée par Mode Base
(http://modbase.compbio.ucsf.edu) disponible susite ExPAsy et Specialized BLASTFind
conserved domains in your sequence (¢dgp://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsgix

sur le site NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

3.3 Résultats

3.3.1 Cartographie primaire d’exclusion des loci candidas FEB et GEFS

Aucune des régions contenant un géne de vulnégahilix CF ou GEFSdéja publié n'a
été trouvée homozygotes chez les malades seulgffignires 28—-36. Ces résultats excluent
I'implication de ces régions dans I'épilepsie présadans cette famille, selon un modéle récessif
avec homozygotie par descendance.
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Figure 30  Haplotypes esingle-pointiod scores au locus GEFS
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3.3.2 Etude de liaisongénome entier

L’étude de liaison paramétrique réalisée par MERIdN single-pointa réevélé deux
régions, avec pour toutes les deux, un maximum ade score = 2.186( = 0.0) et donc
probablement liées au phénotype de la maladie @afemille marocaine sur les chromosomes
8012-13 et 21g22Hgures 37et 38).

Figure 37  Liaison paramétrigue génome entier
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Lod Score

Figure 38  Liaison paramétrigue chromosomes 8q12-13 et 2122
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Afin de déterminer si ces deux loci étaient liéesyndrome GEFS les haplotypes de ces
régions chromosomiques ont été reconstruit grabdERLIN (données non-montrées). Sur le
chromosome 21g22, il est apparu qu’un haplotypgqodier maternel et un haplotype particulier
paternel étaient transmis uniquement aux affect@ss jamais aux enfants sains. Mais ce locus a
pu étre exclu, car ces haplotypes maternel et melterétaient pas identiques par descendance.
Par contre, la reconstruction des haplotype polodes 8g12-13 a révélé un haplotype identique
par descendance présent a l'état hétérozygote lehpere et la mére et a I'état homozygote

uniquement chez tous les affectés de la familles Bsultats ont été confirmés par AutoSNPa

(Figure 39.
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Figure 39  Régions identiques par descendance schématiséAstp&NPa pour les
chromosomes 8q12-13 et 21922

Chromosome 8 Chromosome 21

Affectés Non-affectés Affectés Non-affectés
Mb II-k1 -3 NI-6 -7 1-4 -5 1-2 1-4  1II-5 Mb 1II-1 1I-3  1I-6 11I-7 -4 1-5 12 1I-4 1lI-5
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Les bandes noires représentent les génothipesozygotes commuynalors que les bandes jaunes représentent les

génotypehétérozygotest les génotypelsomozygotes rares

Les résultats dsingle-pointlod scores calculés par MERLIN au locus 8g12-12 kv
une région de[D.6 Mb avec des bornes situées aux marqueurs r843%7et rs13249327

(respectivement 59.20 et 68.89 Mb du cété centrigmér) Table 2).
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Table 21 single-poinbd scores au locus 8g12-13

Marqueur  Position [Mb]Lod score § = 0.00)

rs1717643959.20 — INF
rs1095703259.22 0.4276
rs1721078759.84 2.1810
rs4631456 61.27 2.1810
rs7003213 62.80 2.1810
rs2084799 63.55 2.1810
rs4382471 64.02 2.1810
rs10093096 65.07 2.1810
rs7842924 66.28 2.1810
rs2555575 67.54 2.1810
rs2623828 68.86 2.0304
rs1324932768.90 — INF

Afin d’effectuer une analyse approfondie de la @égiandidate identique par descendance
et homozygote chez tous les affectés, des miclbssent été génotypés chez tous les individus
de la famille Figure 40. La borne centromérique de la région est défpde I'événement de
recombinaison de l'individu affecté IlI-1 entre lasarqueurs D8S1828 et D8S1816. La borne
télomérique est déterminée par I'événement de rbow@ison de lindividu sain 1lI-5 entre les
marqueurs D8S1785 et D8S1775.
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Figure 40  Haplotypes de la région candidate au locus 8q12-13

4 5
" 1O
1 2 3 4 5 6 7
pl m pl pZ ml m2 p m2 pl ml pl m2 pl m pl ml pl ml

D8S1828 2 1 2 2 2 1 2 1 2 2 2 1 2 1 2 2 2 2
D8S1816 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
D8S507 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
D8S1763 2 2 2 1 2 3 2 3 2 2 2 3 2 3 2 2 2 2
D8S1812 2 2 2 1 2 3 2 3 2 2 2 3 2 3 2 2 2 2
D8S260 3 3 3 1 3 2 3 2 3 3 3 2 3 2 3 3 3 3
D8S51843 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
D8S1696 2 2 2 1 2 1 2 1 2 2 2 1 2 1 2 2 2 2
D8S544 2 2 2 1 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
D8S1841 2 2 2 2 2 1 2 1 2 2 2 1 2 1 2 2 2 2
D8S553 1 1 1 2 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
D8S533 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
D8S1785 2 2 2 1 2 3 1 3 2 2 2 3 2 3 2 2 2 2
D8S1775 1 1 1 3 1 2 3 2 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1
D8S1058 2 2 2 1 2 3 1 3 2 2 2 3 2 2 2 2 2 2
D8S279 1 1 1 3 1 2 3 2 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1

aMicrosatellites de Wallacet al, 1996

Ces résultats montrent que cette région candidateuperpose au locus FEB1 (67.10—
73.15 Mb sur le chromosome 8) (Wallace et al. 1996)11.8 Mb.

3.3.3 Nombre de copies d’ADN

Le résultat de I'analyse du nombre de copie chiedil/idu affecté Ill-1 n'a montré aucun
gain, ni aucune perte significative de région chssomique: Arr cgh 1-
22(#oligo)x2,X(#oligo)x2,Y (#oligo)x0; femme normale

3.3.4 Geénes candidats de la région d’'intérét

La région candidate critique de 9.6 Mb contientg@8es connus et prédits (Ensembl and
UCSC 2007), mais aucun gene codant pour un camagjue Eigure 41 (Table 23. Ces 38 genes

ont tous été séquences.
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Figure 41

Trente-huit génes de la région candidate de 9.&WMle chromosome 8q12-13

Région Candidate — Chromosome 8q12.1-q13.2 (59.22-68 .86 Mb)

Chromosome 8 | q12.1 | qu22 | q12.3 | q13.1 | a132 |
Bornes rs17176439 1s2623828
Il Il
| [ | [ [ | [ Lo LT L i |
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NI . H . I N | l--ll--ll--
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LLﬂC137886 RfBZA ASPH T[PA CYP7B1 MTFRl \Szll' ”C80rf45
CYP7A1 CHD7 YTHDF3 PDI‘E7A C80rf4ﬁ3 CSPPl
‘SDCBP DNAJC5 "I'CF24
NSMAF ‘ =TI M55 I—LOC286187

LADHFEL LCPAG

67.10-73.15 Mb
Région Wallace et al., 1996
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Table 22 Description des genes et génes prédits de larrégiodidate sur le chromosome 8g12-13
Geéne et géne Description (www.ensembl.org) Position [pb] Exons Exons OMIM Fonction (www.ensembl.org)
prédit (www.ensembl.org) codants
FAM110B Family with sequence similarity 110, 59'069'667— 5 1 611394 FAM110B localized to centrosomes andmcdated at the
member B 59'222'812 spindle poles during mitosis, colocalized with C$RPthe
microtubule-organizing center at interphase arabatrant
mitotic spindles, induced by CSPP1 expression,itosis.
Expression of FAM110B also impaired cell cycle pession
through G1.
LOC137886 Pas de description 59'486'377— 8 8 -
(NP_001071087.1) 59'526'613
CYP7A1 Cytochrome P450 7A1 59'565'292— 6 6 118455 Microsomal cytochrome P450 that catalytae first step in bile
59'575275 acid synthesis.
SDCBP Syntenin-1 59'628'282— 9 8 602217 Syntenin may function as an adaptorcgples syndecans to
59'657'972 cytoskeletal proteins or cytosolic downstream digrffectors.
NSMAF Protein FAN/Neutral sphingomyelinase59'658'624— 31 31 603043 FAN may regulate 1 of the pathwaywhigh TNF-alpha
activation-associated factor 59'734'940 induces apoptosis.
TOX Thymus high mobility group box protein 59'88R15 9 9 606863 All HMG box proteins are able to indacgharp bend in DNA
60'194'321
CAS8 Carbonic anhydrase-related protein 61'263'977—- 9 8 114815 Carbonic anhydrases form a large fanfienes encoding zinc
61'356'508 metalloenzymes of great physiologic importanceabse they
catalyse the reversible hydration of carbon diox{@a8 is
expressed in the Purkinje cells of the cerebellum.
RAB2A Ras-related protein Rab-2A 61'592'316— 8 8 179509 RAB2 protein is a resident of pre-Goltgrmediates and is

61'696'850

required for protein transport from the endoplasreteculum to

the Golgi complex.
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Geéne et géne

Description (www.ensembl.org) Position [pb]

Exons Exons OMIM

Fonction (www.ensembl.org)

prédit (www.ensembl.org) codants
CHD7 Chromodomain-helicase-DNA-binding 61'753'893— 38 37 608892 CHDY7 is widely expressed in undifféeged neuroepithelium
protein 7 61'942'017 and in mesenchyme of neural crest origin. Towandsend of the
first trimester it is expressed in dorsal root demgranial nerves
and ganglia, and auditory, pituitary, and nasaligs as well as
in the neural retina.
RLBP1L1 Retinaldehyde binding protein 1-like 1  383'104— 6 5 611292 RLBP1L1 is exclusively express in beaid contains a
62'576'756 conserved CRAL-TRIO domain, that is present in memsiof
the lipid-binding SEC14-like proteins
ASPH Aspartyl/asparaginyl beta-hydroxylase 62'5783 25 25 600582 ASPH contains a C-terminal catalybimdin, which catalyzes
62'789'681 the posttranslational hydroxylation of asparticdami asparagine
residues within epidermal growth factor-like donsaof
numerous proteins
FAM77D Protein FAM77D/NKAIN3 (Na+/K+ 63'654'652— 6 6 -
transporting ATPase interacting 3) 63'993'625
GGH Gamma-glutamyl hydrolase precursor 64'090'197—- 9 9 601509 Gamma-glutamyl hydrolase catalyzes ydeotysis of folylpoly-
64'113'965 gamma-glutamates and antifolylpoly-gamma-glutambyethe
removal of gamma-linked polyglutamates and glutamnat
TTPA Alpha-tocopherol transfer protein 64'134'926— 5 5 600415 Role in vitamin E homeostasis
64'161'152
YTHDF3 YTH domain family protein 3. 64'243'991— 6 6 -
64'262'863
BHLHB5 Class B basic helix-loop-helix protein 5 655'368— 1 1 -

65'658'735
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Geéne et géne

Description (www.ensembl.org)

Position [pb]

Exons Exons OMIM

Fonction (www.ensembl.org)

prédit (www.ensembl.org) codants
CYP7B1 Cytochrome P450 7B1 65'671'246— 6 6 603711 The synthesis of primary bile acids fatrlesterol occurs via 2
65'873'902 pathways: the classic neutral pathway involvinglesigrol 7-
alpha-hydroxylase (CYP7AL), and the acidic pathwaplving
a distinct microsomal oxysterol 7-alpha-hydroxyléS&P7B1).
CYP7B catalyzes oxysterol 7-alpha-hydroxylationhivitthe
human prostate epithelium.
ARMC1 Armadillo repeat-containing protein 1. 66'630— 7 6 -
66'708'986
MTFR1 Mitochondrial fission regulator 1 66'719'528— 8 7 -
66'785'339
PDE7A High-affinity cAMP-specific 3',5'-cyclic 66'793'867— 13 13 171885 Cyclic nucleotide phosphodiesterdB&§) play a role in signal
phosphodiesterase 7A 66'863'886 transduction by regulating the cellular concentiragiof cyclic
nucleotides. endogenous PDET7A variants A1 and A2 ar
expressed in human umbilical vein endothelial cells
DNAJC5B DnaJ homolog subfamily C member 5B 67898~ 6 4 -
67'174'920
TRIM55 Tripartite motif-containing protein 55 67'2685— 11 11 -
67'250'270
CRH Corticoliberin precursor (Corticotropin- 67'251'166— 2 1 122560 Response to stress in mammals requiresagt hypothalamic-
releasing hormone) 67'253'380 pituitary-adrenal axis. The proximal part of thegense is
mediated by secretion of corticotropin-releasingimne (CRH)
by the paraventricular nucleus of the hypothalamus.
RRS1 Ribosome biogenesis regulatory proteié7'503'817— 1 1 -

homolog 67'505'520
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Geéne et géne

Description (www.ensembl.org)

Position [pb]

Exons Exons OMIM

Fonction (www.ensembl.org)

prédit (www.ensembl.org) codants
ADHFE1 Alcohol dehydrogenase, iron containingy7'507'287— 13 11 611083 ADHFEL1 is responsible for the oxidaté 4-hydroxybutyrate in
1 67'543'596 mammalian tissues
C8orf46 Uncharacterized protein C8orf46 67'568'321- 6 6 -
67'593'293
MYBL1 Myb-related protein A 67'639'486— 16 16 159405 MYBL1 mRNA is expressed mainly initeahd peripheral
67'687'729 blood leukocytesand acts as a transcriptional aictiv
VCPIP1 Deubiquitinating protein VCIP135 67'705'044 3 3 610686 VCPIP1 is required, but its deubiquttimpactivity is
67'742'006 unnecessary for p97/p37-mediated activities.
C8orf44 (CH044) Putative uncharacterized protein 67'752'498— 4 2 -
C8orf44. 67'754'743
SGK3 Serine/threonine-protein kinase Sgk3 67454 17 16 607591 Expression of SGK3 in human embrykidicey cells and
67'936'800 Xenopus oocytes significantly stimulated voltagéedaK(+)
channels. Direct interaction between human SGK3gyxbgen
synthase kinase-3-beta (GSK3B). SGK3 phosphoryla®i3B
on ser9.
PPTG3 Pituitary tumor-transforming 3 67'842'186— 1 1 -
67'842'794
C8orf45 Uncharacterized protein C8orf45 67'945'538- 13 12 -
67'976'212
TCF24 Transcription factor 24 68'036'084— 1 1 -
68'036'515
LOC286187 Pas de description 68'062'925— 6 5
(NP_001013648.1) 68'103'340
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Geéne et géne

Description (www.ensembl.org) Position [pb]

Exons Exons OMIM

Fonction (www.ensembl.org)

prédit (www.ensembl.org) codants
COPS5 COP9 signalosome complex subunit 5 68'117'871 8 8 604850 COPSS interacts with the cytoplasmicalorof the beta-2
68'136'785 subunit of the alpha-L/beta-2 integrin LFAland iegent both in
the nucleus and in the cytoplasm of cells anddHedction of
COPSS5 colocalizes with LFAL at the cell membrane.
CSPP1 Centrosome spindle pole associated 68'139'157— 32 32 611654 CSPP1 interacts with centrosomes @&rdtbules and plays a
protein 1 isoform a 68'271'048 role in cell-cycle progression and spindle orgatiira
ARFGEF1 Brefeldin A-inhibited guanine 68'272'451— 39 39 604141 PKA regulates vesicular traffic véadffects on the
nucleotide-exchange protein 1 68'418'466 phosphorylation status of BIG1 and BIG2.
CPAG6 Carboxypeptidase A6 precursor 68'496'914— 11 11 609562 Carboxypeptidases have functions mgrfgbm digestion of food
68'821'134 to selective biosynthesis of neuroendocrine pegtitfeembers of

the A/B subfamily of carboxypeptidases, such as €RAntain
a pro region that assists in the folding of thevact
carboxypeptidase domain. PCR analysis detected CPA6

expression in brain.
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Le séquencage a révélé deux mutations homozygbézstous les malades dans les génes
CPAG qui code pour la carboxypeptidase A&8brf45 qui est un cadre de lecture ouvert (ol
pour open reading frameen anglais) sans fonction connue. &th est une région identifiée par
séquencage et qui contient des codons d’initiagbrde terminaison et des lors représente
probablement un gene. La mutation faux-sens C10@5T'exon 8 deCPAG6 provoque un
changement d’acide aminé Ala270VERidgure 42. La mutation faux-sens A290G de I'exon 3 de
C8orf45 provoque un changement d’'acide amine Tyrd0@yigufe 43. Ces deux mutations

homozygotes ségrégent avec le trait.

Figure 42  Chromatogrammes de la mutation C1025T&A6

Homozygotes CC Homozygotes TT Hétérozygotes CT
-2 -1, NI-3, 1i-6, Ni-7 1I-4, 1I-5, 11I-4, 11I-5
1025 1025 1025
GTGGATGKE|C TAG GTGG AT G|T|C PAG GTGG AT GCJC TA G

T

—




172

Figure 43  Chromatogrammes de la mutation A290CC@®rf45

Homozygotes AA Homozygotes GG Hétérozygotes AG
-2 -1, -3, 1i-6, 11-7 1I-4, 11-5, 1ll-4, 111-5
290 290 290
K TGTCTMT CGAT TC CTETCT|GT CGATTC CTGTCTAITCEGATTCE
G

3.3.5 Mutations dans le promoteur du geneéCRH

Le séquencage des exons, des jonctions d’épissageque du promoteur deRH n'a
révélé aucune mutation liée au phénotype. Ainsidkux variations du promoteur GRH, liées a

I'épilepsie nocturne du lobe frontal (Combi et2005), ont été exclues dans la famille marocaine
(Figure 44.

Figure 44  Chromatogrammes des positions —1470 et —1166ainqieur deCRH

—1470 -1166
G AG ACAICICTGG T .C GT GAGIAT T C

—_—
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3.3.6 Génotypage des mutationsCPA6 (C1025T) Ala270Val et C8orf45
(A290G) Tyr70Cys par pyroséquencage

Pour la mutation C1025T du ge@PAG 167 témoins et 107 patients souffrant de CF
d’origine caucasienne ont été genotypés, maisel&alll n'a pas été retrouvé dans ces deux
cohortes. De plus, 33 contrbles maghrébins ongétédtypés. L'allele T est présent une fois a
I'état hétérozygote chez un seul individiable 23. Par conséquent, I'allele T a une fréquence de
1,5% dans cette cohorte et son homozygote de 0%s Des deux familles consanguines

épileptiques originaires de Sousse, I'allele Tpaa été retrouve.

Table 23 Distribution allélique et génotypique de C1025TgduneCPA6
C1025T  Controles maghrébins

Allele 66

C 65 (98.5%)
T 1 (1.5%)
Génotype 33

CcC 32 (97.0%)
CT 1 (3.3%)
TT 0 (0%)

Pour la mutation A290G du gerEBorf45 160 témoins et 107 patients souffrant de CF
d’origine caucasienne ont été génotypés, maiselallcG n'a pas été retrouvé dans ces deux
cohortes. De plus, 32 contrbles maghrébins ongétdtypés. L'allele G est présent une fois a
I'état hétérozygote chez le méme individu qui pdekele T1025 deCPA6a I'état hétérozygote
(Table 234. L'allele G a été retrouvé a I'état hétérozygatans une des deux familles
consanguines épileptiques originaires de Soussel3e cet allele ne semble pas étre lié a la

maladie (données non-montrées).
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Table 24 Distribution allélique et génotypique de A290G dungC8orf45
A290G Contrbles maghrébins

Allele 64

A 63 (98.5%)
G 1 (1.5%)
Génotype 32

AA 31 (97.0%)
AG 1 (3.3%)
GG 0 (0%)

En analyse complémentaire, I'individu porteur dem@ations a I'état hétérozygote a été
génotypé pour les microsatellites, cités au-des$ei$a région candidate. Les résultats ont révelé
gu'il est porteur d'une partie de I'haplotype idgoe par descendance lié au phénotype de la
maladie dans la famille marocaine. Cette partid’tdgplotype comprend les deux génes mutés
(Figure supplémentaije

Figure supplémentaire Haplotype au locus 8q12-13 de l'individu portebik) comparé aux

individus llI-1 malade et IlI-4 sain

.

5M
p m pt m
D8S1828 = 2 1 2 1 2 3
D8sS1816] 1 1 1 1 1 1
D8S507 1 1 1 1 1 1
D8S1763| = 2 2 2 3 2 3
D8s1812] |« 2 2 2 3 2 2
D8S260 3 3 3 2 3 4
D8S1843 1 1 1 1 1 2
D8S1696] = 2 2 2 1 1 1
D8S544 2 2 2 2 2 1
D8s1841 |« 2 2 2 1 2 3
D8S553 1 1 1 1 4
D8S533 1 1 1 1 1 0
D8sS1785 2 2 2 3 2 4
C8orfa5 G G G A G A
CPAG T T T c T c
D8S1775 = 1 1 1 2 3 2
D8S1058 = 2 2 2 3 2
D8S279 1 1 1 4 5

aMicrosatellites de Wallacet al, 1996



175

3.3.7 Séquencage d€PAG6et C8orf45dans la famille FEB1

Le séquencage des geri@BA6 et C8orf45chez certains individus (1I-1, 1I-4, 11-6 et 11-8)
de la famille liée au locus FEB1 (Wallace et aP@Pn’a révélé aucune mutation dans ces 2 génes

(données non-montrées).
3.3.8 Expression deCPA6et C8orf45par RT-PCR

L’analyse qualitative par RT-PCR de I'expressios gene<CPA6et C8orf45a révelé que
ces deux genes sont exprimés dans I'hippocampapiesix du raphé, ainsi que dans le cortex de
deux contrbles sains caucasiens. Pour compardsdR]-PCR d’'un gene de ménage, icifla

acting a été effectuée dans les mémes échantilleigsie 45.

Figure 45  RT-PCR dans I'hippocampe, les noyaux du raphé ebitex de témoins

caucasiens pour les geneBAG C8orf45ets-actine
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3.3.9 Analyse comparative des séquences protéiques de P& C8orf45

L'alignement de séquences protéiques de différemsseces animales autour des
mutations deCPA6 et C8orf45 ont montré que Tyr40 de C8orf45 était complétentamiserve
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parmi 12 espéces alors qu’Ala270 de CPA6 est muigs conservée parmi 13 especegre
46).

Figure 46  Alignements des séquences protéiques CPAG6 et Bpermi différentes especes
animales

A: CPAG6
Mutation Ala270Val 260 NSRFRCRGVDVNRNIVKVKWC 279

Homo

Pan
Macaca
Mus

Canis
Gallus
Xenopus
Rattus

Bos

Danio
Paralichthys
Tetraodon
Monodelphis
consensus

B : C8orf45

Homo

Pan
Macaca
Equus

Bos

Canis

Mus

Rattus
Monodelphis
Ornithorhynchus
Gallus
Tetraodon
consensus

Un alignement de séquences protéiques des 8 aatresxypeptidases faisant partie de la
sous-famille A/B a montré qu’Ala270 de CPA6 n’easgomplétement conservé dans cette sous-

famille (Figure 47).
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Figure 47  Alignements des séquences protéiques de la smikef#/B des

carboxypéptidases
Mutation Ala270Val 260 NSRFRCRGVDVNRNIWK-VKWC 279

CPB2 YANNH SKHYC
CPO HNNGT - C
CPA3 NQN SNCIGHDEN RNHINEA
CPB1 HT *CIG'NRN
CPAG6 NSRFR

CPA1 TA

CPA5 RP

CPA2 VS

CPA4 NP

consensus LR F R R

3.3.105tructure protéigue de CPA6 & C8orf45

La modélisation des protéines par le programme Déew a montré que l'acide aminé
Ala270 se trouve dans la cavité de CPA6, une positivant les acides aminés, Asn271 et
Arg272, qui lient le substrat (ExPAsyFigure 48. La mutation provoque I'échange d’'une
alanine, acide amine neutre avec un groupe métbylesaline, un acide aminé neutre avec un

groupe isopropyle.

Figure 48  Modélisation protéique de CPAG et localisatioraleutation Ala270Val

Alanine 270 7_ Valine 270

Vert = structure secondaire (héliae®t brinsp) ; rouge = oxygéne ; bleu = azote ; blanc = cagbon
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La modélisation de C8orf45 a montré que I'acideremilyr40 se trouve sur la surface
protéique de la moléculdrigure 49. La mutation provoque I'échange d’une tyrosineida
amine aromatique (résidu polaire), en cytosinedea@miné avec un groupe sulfure (résidu

apolaire).

Figure 49  Modélisation protéique de C8orf45 et localisatitenla mutation Tyr40Cys

Tyrosine 40 Cysteine 40

Rouge = aa acide ; bleu = aa basique ; jaune slag®; gris = aa non-polaire

Le site Mode Base prédit que la protéine C8orf4éspde un site, qui comprend les acides
aminés aux positions 1 a 267, impliqué présent dlansation de la réplication ADN. Le site
Specialized BLAST, quand a lui prédit que la pn€iC8orf45 posséde un domaine MCM2
(acides aminés 25 a 376) qui est présent dansamild de protéines avec fonction ATPase et

impliquées dans le contréle de la réplication.

3.4 Discussion

Depuis le début des études de liaison et jusqy@uadihui, les formes familiales de CF,
tout comme le syndrome familial GEFSnt été considérés comme des maladies avec
transmission autosomale dominante. Cette premarellé marocaine que nous avons étudiée
présente un mode de transmission probable de natuosomale récessive avec homozygotie

pour la mutation responsable.
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Une cartographie d’exclusion des loci FEB et GEESnnus a permis, de les écarter
comme candidats a la susceptibilité du syndrome S5EEns cette famille marocaine. Dans un
deuxieme temps nous avons identifié deux régi@esla la maladie sur les chromosomes 2122
et 8912.1-g13.2, mais I'analyse haplotypique ntamae que le locus 8g12.1-q13.2.

La région candidate présente une borne bien étdbliebté centromérique, puisque un
événement de recombinaison est présent chez undenalen ce qui concerne la borne
télomeérique, sa localisation n’est pas aussi ola@r@ établie, car un événement de recombinaison
est présent chez un individu préesumé sain (IlIEBqpres I'enquéte familiale, il est peu probable
qu’une crise d’épilepsie soit passée inapercue chemndividu, car il est le cinquieme enfant de
la famille et qu’avant lui, deux de ses sceurs awaieja souffert de crises épileptiques. Toute
fois, il ne peut étre exclu que cet individu ait fane crise nocturne. Par contre, il peut étrdiexc
une anomalie électrique, car tous les sujets gpestpnt subi des examens EEG, qui n'ont rien
révélé d’anormal chez l'individu IlI-5. L’'autre altnative a propos de cet individu lll-5 présumé
sain, serait une pénétrance incompléte de la nealatiis ce scénario est peu probable dans le cas
d’une transmission autosomale récessive de la mealad

Le locus candidat sur le chromosome 8gl12.1-q13.Aatmaun chevauchement avec le
locus FEB1 (Wallace et al. 1996) stfi.8 Mb. Pourtant, lors de la cartographie primaire
d’exclusion, FEB1 avait été exclu, car les micrelisz@s D8S1058 et D8S279 avaient des lod
scores négatifs. De plus, méme si le microsatei®@553 avait un lod score positif qui ne
permettait pas de I'exclure totalement, son géramgpdans la famille marocaine n’était pas assez
informatif pour révéler une région identique pasadance. Par conséquent, les investigations
ne sont pas allées plus loin pour ce locus FEBL1.

Jusqu’a maintenant, tous les génes liés au synd@&EfS sont des génes codant pour des
canaux ioniquesSCN1B(Wallace et al. 1998 5CN1A(Escayg et al. 2000ABRG2(Baulac et
al. 2001a) eGABRD(Audenaert et al. 2006 ; Dibbens et al. 2004). Maisocus candidat de 9.6
Mb sur le chromosome 8q12.1-q13.2 qui compte 3&gamomnnus et prédits, ne contient aucun
géne codant pour un canal ionique. Le séquencagesid8 genes a révelé deux mutations faux-
sens, Ala270Val et Tyr40Cys, homozygotes chez fessaffectés dans les gen€E®A6 et
C8orf45 respectivement. Ces deux mutations ont été gpéesydans des cohortes caucasiennes
de témoins et de patients souffrants de CF. Auclieetre elles n'a été retrouvée, méme sous
forme hétérozygote. Par contre, lors du génotypdges une petite cohorte de témoins
maghrébins incluse a I'hopital de Tunis pour infascdu myocarde, il a été retrouve, chez un
méme individu, les deux mutations sous forme hetgate. Ces dernieres sembleraient donc étre

en DL. De plus, apres génotypage des microsatelligela région candidate chez cet individu, il
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s'est avéré qu’il était porteur d'une partie deaplotype identique par descendance et
homozygotes chez tous les affectés de la familleoca@ne, comprenant les deux mutations
hétérozygotes. Malheureusement, de plus amplesmatons sur ce sujet ne sont pas
disponibles.

Dans la petite cohorte de controles maghrébingélguence des hétérozygotes pour les
deux mutations est de 3,3% et la fréquence deeallEl025 deaCPA6 et G290C8orf45est de
0,015 pour chaque allele. Par conséquent, la pildbathétre homozygote pour 'une des deux
mutations est de (0.055¥ 2.25 * 10% si les deux mutations sont en DL. Ce résultatésgnte 1
personne sur 4'444 individus. Par contre, si lexdeutations homozygotes ne sont pas en DL et
gu’elles sont, toutes les deux sous forme homorygonécessaires au développement de la
maladie, alors, la probabilité d’étre homozygotelTI5 et GG290 est de (0.015)(0.015% =
5.0625 * 10 Ces deux résultats sont beaucoup plus bas quevalence de 2-5% des CF en
population générale (Hauser 1994). Par conséquest,deux mutations homozygotes ne sont
probablement pas associées aux cas de CF sporaditjdevraient étre considérées comme des
variants rares en population générale. Cet argusstrégn faveur de leur implication réelle en tant
que mutations responsables, dans la famille magieétu syndrome GEFSare en population
générale. Par conséquent, ce cas de figure suleraitodelevariants rares liés a une maladie
rare. Le cas de la mucoviscidose est un bon exemphlaaladie génétique autosomale récessive
rare avec un enfant atteint sur 2500 (Corey andvil 1996) et une fréequence des hétérozygotes
(porteurs sains de mutations se situant dans le IR ou cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator, qui code pour un canal imigerméable au GQlde 3% (Steinberg and
Brown 1960) dans la population caucasienne.

En parallele au génotypage de différentes cohpaepyroséquencage, certains individus
de la famille australienne liée au locus FEB1 dats&quenceés pour les geriE3A6 et C8orf45
avec des amorces flanquant les exons ainsi qyerieBons d’épissage. Aucune mutation n'a été
mise en évidence. Il est probable que le géne tdaszette famille se trouve ailleurs sur le locus
FEB1. Dans cette publication, les auteurs mettenéwdence le fait que le modéle le plus
probable pour la transmission de la maladie dariantalle, ainsi que le locus qui lui est lié, est
celui qui présente le plus haut lod score (= 3.4®.modéle suit une transmission autosomale
dominante avec taux de pénétrance incomplete ad@0% taux de phénocopie a 3%. Mais, en
pourcentage de probabilité, les chromosomes 2t 12 enontraient aussi un résultat élevé pour
étre de bons candidats aux CF. Puis, grace au @&y de marqueurs supplémentaires, ils ont

éte écarteés, car ils étaient moins significatife EB1 (Wallace et al. 1996). Par conséquent, il
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n'est pas si surprenant de ne pas trouver de rantatlans les gen€PA6et C8orf45pour cette
famille, car le locus FEB1 pourrait avoir une autrealisation génomique.

Comme évoqué dans l'introduction, certains patiewvec syndrome SMEI, phénotype le
plus extréme des GEFSpeuvent présenter des microdélétions du gg@BI1A Ainsi, lors du
génotypage de certains microsatellites de cettenéds semblent étre homozygotes, alors qu’en
réalité, ils sont hémizygotes (Suls et al. 2008gdia et al. 2006). Par conséquent, afin d’exclure
un tel événement dans la famille marocaine, undys@ade variations du nombre de copies
d’ADN a été effectuée. Cette derniére n’a révélguae anomalie de CNV.

Afin de vérifier si les geneSPA6et C8orf45sont exprimés dans le cerveau, des RT-PCR
ont effectuées sur des extraits d’ARN de terrimipgtentiellement impliqués dans I'épilepsie :
hippocampe, noyaux du raphé et cortex. En compaesirésultats a la RT-PCR defactine
sur les mémes échantillons, il s’est avéré quegbrsesCPA6 et C8orf45 étaient tous deux
exprimés dans les trois territoires testés. Pais@mguent, ce test a confirmé leur potentielle
implication dans le syndrome GEFES

Les analyses comparatives d’alignements séquemotSques pour CPA6 et C8orf45 ont
montré que les deux acides aminés mutés étaierplétmment conservé pour Tyr40 de C8orf45
alors qu'Ala270 de CPA6 est moins bien conservéaisMans les deux cas, Cys40 et Val270
n'étaient jamais présents. De plus, Val270 n’eshagia retrouvé dans la sous-famille des
carboxypeptidases A/B. Ainsi, ces deux mutationsirdent étre liées au phénotype de la
maladie.

La modélisation de la protéine C8orf45 a revéle TGyuel0 se trouve a la surface de la
molécule. Par conséquent, la mutation Cys40, govqugue I'échange d'un acide aminé
aromatique en un acide aminé contenant un groulferesuserait capable de créer des ponts
disulfures intra et/ou inter-protéiques. Afin devkifier, il faudrait le tester dans un systéeime
vitro adapté. D’autre part, certaines bases de donnédis@nt a la protéine C8orf45 une fonction
dans la réplication de I'ADN Mode Base(http://modbase.compbio.ucsf.edu) $pecialized
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpshi)y. La encore, il faudrait le vérifier
dans un systemia vitro adapté.

Le geneCPAG6 code pour la carboxypeptidase A6, qui est un mender la famille des
metalocarboxypeptidases M14, avec un pro-domaive elu niveau de l'acide aminé Ser130
(Wei et al. 2002). Il a été rapporté que 'ARNm giéne homologue &PA6 chez la souris est
principalement exprimé dans le bulbe olfactif agluihais aussi dans beaucoup de tissus nerveux
embryonnaires. C’est ainsi que les auteurs ont ga®pqueCPAG6 devrait fonctionner dans

I'activation ou la terminaison d’un facteur de gaide neuronale (Fontenele-Neto et al. 2005). Un
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article récent a mené une investigation sur le biddogique de CPA6 (Lyons et al. 2008). Cette
équipe a montré que cette protéine est sécrétée ssodorme active sans pro-domaine. Cette
forme extracellulaire active est capable de clieeC-terminal d’'un certain nombre de peptides
biologiquement actifs. De plus, Lyons et coll. ombntré que CPAG6 inactive la neurotensin en
clivant le C-terminal de cette protéine (Lyons kt2808). Cette derniére joue un réle dans la
régulation thermale (Geisler et al. 2006). Cetteipg a aussi montré que CPAB6, en clivant
I'angiotensin I, I'active en angiotensin Il (Lyoret al. 2008), qui peut jouer un réle dans le
développement du cerveau et la migration neurqisdavedra 2005).

Certaines bases de données, ainsi que la modatisaéi la protéine CPA6, ont montré
gu’Ala270 se trouve dans la cavité qui lie le stdistDe plus, Ala270 se site a la position juste
avant les acides aminés, Asn271 et Arg272, qui leesubstrat. Afin de déterminer si la mutation
Val270 dans la protéine CPA6 a une influence suralaon au substrat, il faudrait utiliser le
méme systéme qu’ont utilisé Lyons et son équipe derson analyse de clivage de neurotensin et
angiotensin |, a savoir la spectrométrie de mas8eDI-TOF (Lyons et al. 2008). Pour ce faire,

il faudrait incuber une série de peptides, de ldrioea extracellulaire provenant de cellules
exprimant CPA6 normale et CPA6 mutante contenar2Alaet voir ou se trouve le plus haut
taux de péptides clivés.

Finalement, toutes ces expériences complémentairesffectuées afin de déterminer si
les mutations Val270 (CPA6) et Cys40 (C8orf45),ssémrme homozygotes, étaient toutes les
deux obligatoires pour I'apparition du syndrome GE#ans la famille marocaine ou alors que
'une des deux était la véritable mutation et daatte se trouvait en DL par rapport a la premiere.
Mais les analyses ci-dessus n’'ont pas réussi keméeht déterminer quelle hypothése était la plus
probable. De plus, comme évoqué dans lintroductiban et son équipe estiment qu’il est
difficile d’identifier le véritable variant causatd maladie parmi les SNP composant un bloc de
DL (Tan et al. 2004). Toutefois, méme si un individontrdle maghrébin présente les deux
mutations et le méme haplotype identique par delsoere sous forme hétérozygote, nous nous
sommes demandés si ces deux mutations sont réatlemeDL, puisque le génotype AG a la
position 290 de&C8orf45est présent chez certains individus de I'une @es damilles tunisiennes,
mais pas l'allele T dEPAG

Néanmoins, un fait permettrait de confirmer I'ingaliion du gen€PA6dans le syndrome
GEFS, car ce géne est lié¢ au syndrome de Duane (Pietwul. 2002), qui est une maladie
congénitale des mouvements oculaires avec unentrssisn autosomale dominante. Cette
derniere est causée par I'absence d’innervatioriepaerf cranien VI du muscle latéral rectus et

I'innervation aberrante de ce muscle par le neghiem Il (Gutowski 2000). Certains patients,
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présentent des insertions/délétions ou des tramtsdos de la région génique @#PAG De plus
Chung et coll. ont rapporté I'existence de crispdeptiques chez certains patients dans une
famille avec syndrome de Duane (Chung et al. 2000)autre fait soutient I'implication dePA6
dans le syndrome GEFS_'équipe d’Hala a rapporté un cas d’associatintreeépilepsie et une
carboxypeptidase décrit chez un garcon de 14 atsratard mental et un anneau du chromosome
20. Le gene codant pour la carboxypeptidase-Loestlisé sur le chromosome 20. Une culture de
fibroblastes de ce patient a montré une baissdidtgode cette protéine (Halal et al. 1992).

En conclusion, nous n’arrivons pas réellement a@rihisner entre les deux mutations.
C’est pourquoi, il faudrait recruter des cohortestédmoins marocains, ainsi que des patients
marocains avec CF. De plus, il faudrait découvauties familles GEFSde la méme région que
la famille marocaine étudiée ici et ainsi peut-@trettre en évidence des mutations dans les genes

CPAGet/ouC8orf45 afin de complétement valider I'un ou l'autre es deux.
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4 Nouvelle méthode de recherche de mutation-
expansion pour le diagnostique médical de la

maladie d’'Unverricht-Lundborg

4.1 Introduction

La maladie d’Unverricht-Lundborg (ULD, en anglaldnverricht-Lundborg disea3eest
I'épilepsie myoclonique progressive la plus commyBerkovic et al. 1986). De transmission
autosomale récessive, cette maladie est retrouvgggalement en Finlande, avec une prévalence
de 1/20'000 (Norio and Koskiniemi 1979), et dars pgays d’Afrique du Nord, mais est moins
commune en Europe de I'Ouest (Moulard et al. 20025 symptdmes cliniques, ainsi que
I'historique de la génétique de cette maladie ayljd été évoqués dans l'introduction, ils ne
seront pas répétés ici. Néanmoins, il faut rappgléen 1997, I'équipe de Lalioti a mis en
évidence diverses mutations dans le g&®TB qui code pour la cystatine B, inhibiteur de
protéase cystéine chez des patients atteints d'(lddioti et al. 1997a). La majorité de ces
patients présentent une large répétition d’'un dahec (CCCCGCCCCGCG) dans la région 5
UTR non-transcrite du gene. Les alleles normauxieonent 2 a 3 copies, les alleles pré-mutés
présentent 12 a 17 copies et finalement, les all@letés possedent entre 30 et 75 copies (Lalioti
et al. 1997b). Cette expansion altére la distante des différents éléments du promoteur, ce qui
amene a l'interruption des fonctions du promotdyvae conséquent détériore la transcription du
gene. Cette déficience en CSTB pourrait provogéehéc de l'inactivation de certaines protéases

intracellulaires et mener a une dégénérescencemaar(Pennacchio et al. 1996).

4.2 Southern blot et PCR radioactive

La taille des alleles mutés, ainsi que la fréqueélevée des nucléotides GC dans la
répétition dodecamerique rend I'amplification dieeavec la PCR conventionnelle extrémement
difficile. C’est pourquoi, la premiéere techniquelisée pour visualiser I'expansion du dodecamer
a été leSouthernblot (Lalioti et al. 1997b) qui nécessitait entre 3 6tilg d’ADN. Mais la
résolution de cette technique était limitée, cé BE permettait pas d’évaluer avec précision la

taille de la répétition allélique. C’est pourquibia €té mis au point une technique différente qui
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permettait de mettre en évidence la taille dedeallpar amplification directe par PCR et qui
utilisait des amorces flanquant directement la titpg. Cette méthode, utilisant la radioactivite,
était pratiguée au laboratoire afin de faire uneheeche de mutation-expansion pour le
diagnostique médical des patients ULD. Malheureesgncette procédure était longue et peu
s(re de par I'utilisation du[**P]dATP.

La premiére étape de cette méthode consiste awagedgle 'une des deux amorces ainsi
que du marqueur de taille 100 pb (Invitrogen)aii*P]dATP, & l'aide de I'enzyme Kinase
(Biolabs). Cette réaction se fait a 37°C pendaiteire. La PCR, utilisant 'amorce marquée
radioactivement par le-[**P]dATP, est la seconde étape de la procédure etngtessite
seulement 100 ng d’ADN, qui est une quantité bidarieure a celle du Southern blot. Afin de
s’assurer une bonne amplification de cette régioheren GC, des produits spécifiques sont
utilisés pour cette PCR : du diméthyle sulfoxiddW®O) ainsi que du 7deaza-2’-dGTP qui est
substitué a tous les dGTP. De plus, le programnmie P& différent d'une PCR classique, car il
consiste en un programmetcuchdowr», ou les températures d’hybridation varient déC64
60°C durant les cing premiers cycles et sont swei®5 autres cycles avec une température fixe
d’hybridation a 59°C. Puis, les produits PCR sdrdrgés sur un gel agarose et la migration dure
toute la nuit a 40 [V]. Aprés cette étape, le grlsgdché a 80°C jusqu’a atteindre une épaisseur de
1 mm. Ensuite, ce dernier est mis a exposer aveddmrkodak pour autoradiographierigure
50).
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Figure 50  Visualisation des mutation-expansion par PCR &tive et autoradiographie sur
film

A : Temps d’autoradiographie : 5 jours
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B : Temps d’autoradiographie : 24 jours
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Ce résultat montre une mauvaise révélation dedesllénutants chez les porteurs
hétérozygotesHigure 5Q contrdle 2 et individu 7) pour I'expansion du doaeer, car le petit
fragment de 2 ou 3 répétitions est toujours surdidglar rapport au grand fragment contenant un
grand nombre de répétitions. Par conséquent, [Batfeité n’apparait qu'apres un tres long temps
d’autoradiographie (24 jours). De plus, le nombes tépétitions du dodecamer en fonction de la
taille du produit PCR, ne se détermine pas facilgnael'ceil nu. Par exemple, il est difficile de
voir que I'échantillon 1 possede deux alleles md&songueur proche. D’ailleurs, dang-igure
50B, ces deux alleles ne sont presque plus distinmtsde l'autres et ne forment plus qu’une

grosse bande. Par conséquent, I'évaluation ddesatievient difficile.

4.3 Déamination de ’ADN et PCR directe

De part l'utilisation de la radioactivite, la diffilté a mettre en évidence ainsi que la durée
relativement longue nécessaire a révéler I'expanstu dodecamer chez les porteurs
hétérozygotes, il est apparu judicieux de mettr@@nt une nouvelle technique, plus sdre, plus
résolutive et plus rapide en s’inspirant d'une rodthde déamination d’échantillons ADN, puis
d’'une PCR directe sur ces échantillons qui perraetisualiser 'expansion du dodecamer dans le
promoteur deCSTB(Weinhaeusel et al. 2003). Le procédé de déammatb basé sur le statut de
méthylation du promoteur. Les génes inactifs pautranscription contiennent des résidus 5-
méthylcytosine, en général dans des séquenceséappdbts CpG p5-méthyl-CpG, tandis que
les genes actifs en sont dépourvus. Ces groupemetkg/les sont ajoutés aux cystéines apres la
réplication de 'ADN Figure 51A. La déamination des cytosines consiste a inclldaBiN avec
du sodium bisulfite. Alors, les résidus cytosinenmoéthylées seront convertis en uracile, alors

que les cytosines méthylées resteront inchandiégsré 518.
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Figure 51  Mécanismes de méthylation et déamination de I'’A@atlaptation de (Strachan and
Read 2003))

A : Méthylation des cystéines B : Déamination des cystéines non-meéthylées
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Le groupe de Weinhaeusel a d’abord utilisé ce pystde déamination de I’'ADN et de PCR
directe afin d’évaluer le statut de méthylationpitamoteur et de la région répétée du dodecamer
dans le gen€STBchez des contrbles sains, ainsi que chez desnfsatiwec ULD. lls se sont
apercus que cette méthode permettait aussi demdaegrsimplement la taille des répétitions du
dodecamer par PCR directe sur ’TADN modifié parndieation (Weinhaeusel et al. 2003). Ceci
est possible, car un haut contenu en GC empéchdamee amplification PCR. Mais ici, les
cytosines non-méthylées ont été converties enlarabonc le contenu en GC est plus bas. Par

conséquent, I'amplification PCR se fait plus facient.

4.4 Matériel et méthode

Comme évoqué plus haut, nous avons apporté quelgadgications au protocole décrit
par le groupe de Weinhaeusel, en utilisant leBgiTect Bisulfite(Qiagen, Germantown, MD,
USA) qui a été élaboré pour la conversion des ayssnon-méthylées en uracile grace au
bisulfite. Ainsi, le rendement est meilleur. De gldans ce kit, il N’y a pas d'utilisation d’huile
minérale pour éviter I'évaporation de I'échantillms de la réaction au sodium bisulfite, ou la

température atteint jusqu'a 95°C, car la combirraise ces différents éléments amene a la



189

dégradation de I'ADN. Par conséquent, la PCR, giti tte étape, ne fonctionne pas, car les
amorces ne peuvent pas s’hybrider a la matrice ABfjtadé.

4.4.1 Amorces PCR

Les séquences des amorces PCR sont celles élalpane®geinhaeusel selon la méthode
suivante (Weinhaeusel et al. 2003): le promoteur gigne CSTB contient des cystéines
potentiellement méthylées et d’autres non-méthyldemr conséquent, I'élaboration de ces
amorces est basée sur la supposition que, dansegnence cible completement méthylée, toutes
les cystéines des flots CpG sont méthylées et dimigstantes a la déamination, alors que dans une
séquence completement non-méthylée, toutes legimgst (incluant celles des ilots CpG) sont
déaminées et converties en uracil et par la soitnidine. Sachant que la région du dodecamer
est certainement un mélange entre cystéines nomytéés et méthylées, les amorces seront, elles
aussi, un mélange entre cystéine et thymidine [goodtéforward, alors que pour le cétéverse

ce sera un mélange d’adénine et de guanine :

CYSRD F : 5 = (CT)GG(CT)GAGTGGTGGTTAGGT - 3
CYSRD R : 5 — AAAACACTTTAACTTC(AG)AAATCCCCTA -3

4.4.2 Déamination de 'ADN — Kit EpiTect Bisulfite(Qiagen)

Cette réaction nécessite 500 ng d’ADN. Tous ledyite utilisés ici sont issus du kit
EpiTect Bisulfite De plus, la procédure suivie correspond a cellprdtocole fourni avec le kit.

Conversion de I'’ADN au Bisulfite

Les échantillons sont équilibrés a température antbj puis sont traités grace au Mix
Bisulfite, qui contient du sodium bisulfite et ui pptimum pour la conversion compléte des
cytosines en uraciles. De plus, ANA Protect Buffeest ajouté, afin de prévenir la fragmentation
de I'ADN, qui est souvent associée au traitementiaulfite & haute température et bas pH. Voici

les composeés, ainsi que leur quantité, a ajoutes tardre de larable 25:
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Table 25 Composés de la réaction au bisulfite

ADN (500 ng-> conc. 100 ngil) 5ul

RNase-free water 15l s
Bisulfite Mix 85l

DNA Protect Buffer 35ul

Vol 140l

Une fois le mélange effectué, la conversion de MRu bisulfite se fait grace a une

machine Hybaid selon le programme suivdraie 26 :

Table 26 Conditions thermales pour la conversion au Biailfi

Etape Temps Température
Dénaturation 5 min 99°C
Incubation 25 min 60°C
Dénaturation 5 min 99°C
Incubation 85 min 60°C
Dénaturation 5 min 99°C
Incubation 175 min 60°C

Hold Indéfini 20°C

Lavage de I’ADN contenant du Bisulfite

L’ADN déaminé est mixé a 5@ d’'un mix deCarrier RNAetBuffer BL Cette solution est
transférée sur une coloni&pitect Spinet centrifugée. Puis, la membrane est lavée uamipre
fois avec 50Qul de Buffer BW. Ensuite, il y a incubation de 15maivec 50Qul de Buffer BD et
un deuxieme lavage avec 5A0de Buffer BW. Finalement, TADN déaminé et lavet €lué dans

20 ul de Buffer EB. Il peut étre stocké entre 2—-8°(juia 24 h, mais doit étre mis a —20°C au-

dela de 24 h (12 semaines au max.).
4.4.3 Amplification par PCR

Un pl d’ADN déaminé est utilisé lors de I'amplificatid®CR dans un volume total de 25

selon le mix suivantTable 27 :
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Table 27 Mix PCR pour 1 échantillon

Produits Mix Vol = 24l
Tampon (Qiagen) (10x) 2.5ul

dNTP (2 mM chacun) 2.5ul

Albumine (1pg/ul) 1.25u

DMSO (50 ngjl) 0.625l

CYSRD F (20 pmolegi) o0.5ul

CYSRD R (20 pmolegd) 0.5ul

Taq Hot Staft (Qiagen) (5 Udl) 0.2l

H,O (24-8.075)

15.925l

L’amplification s’effectue grace a une machine Hgbavec la Taq polyméraddot start

selon le programme ci-dessodsble 2§ :

Table 28 Programme PCR
Température Temps Stage
95°C 15 min Stage 1: 1x
95°C 45 sec
61°C 1 min Stage 2 : 40x
72°C 1 min
72°C 10 min Stage 3: 1x
20°C Hold

Les 25ul de PCR sont chargés sur un gel agarose 2% ealigés grace a I'éthidium

bromide (BET). Le temps de migration est de 2 R@&[V/].

4.5 Résultats

La visualisation des bandes d’intérét grace au Biohtre un bon résultat aussi bien pour

les porteurs hétérozygotes (contréle 2, qui esinéme individu que dans Ilaigure 50 de

I'expansion que la discrimination entre deux aiédie longueur proche (par exemple, I'individu

4). Ainsi, ces résultats démontrent que cette neaweéthode est plus slre, plus résolutive et plus

rapide Figure 52.
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Figure 52  Visualisation des résultats sur gel agarose 2%
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Il est a noter que chez certains hétérozygotesepartde deux alléles mutés, les bandes
n‘ont pas la méme intensitd-igure 52 individus 1 et 5). Ce résultat peut s’expliquer par
I'instabilité mitotique des longs alleles (Weinhaelu et al. 2003). Par conséquent, lors
d’événements mitotiques, certains alléles sergileist multipliés que d’autres.

4.6 Discussion

Grace a [l'élaboration de cette nouvelle méthode daegnostique médical pour les
expansions du dodecamer dans le promoteur du@8n& dorénavant, il sera plus facile et plus
rapide de donner un résultat aux cliniciens. La fiomation du diagnostic de maladie
d’'Unverricht-Lundborg impose la recherche de I'exgian et, en I'absence d’homozygotie de
mutation du gen€STB méme si la littérature rapporte que la mutataplus fréquente pour les
patients ULD est I'expansion du dodecamer (Laledtial. 1997a; Lalioti et al. 1997b). Ainsi,
grace a cette méthode plus rapide et moins co(tdusera plus facile d’analyser des patients
souffrant d’une forme non typique ULD. A I'imagesdi€EFS, il serait en effet possible qu’existe
un continuum de formes peu graves a des formescbepuplus sévéres et invalidantes qui

conduiraient au décés du patient.
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Conclusion et perspectives
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Lors de ces deux derniéres décennies, les avancgénétique humaine des épilepsies ont
été considérables. Les connaissances dans le dordasbases génétiques des épilepsies ont
augmenté de facon exponentielle. Les nouveaux pyy@e® décrits ainsi que les nouveaux genes
associés a differents types d’épilepsies ont pedaisiieux comprendre les effets fonctionnels qui
causent la maladie. Cet accroissement rapide deccgss concerne essentiellement les épilepsies
a transmission mendélienne. En revanche, danseide des épilepsies a hérédité complexe, les
progres ne sont pas aussi spectaculaires.

Les épilepsies monogéniques rares ou a héreditdatienne, sont principalement liées a un
variant rare (ou mutation) a effet majeur sur lémgitype de la maladie. De telles épilepsies ont
généralement un caractere familial, par conséquaenplupart des génes identifiés ont été
découverts grace au recrutement de familles. Maisxiste tout de méme deux difficultés
majeures dans ce domaine. La premiérd’lestérogenéité cliniqueou tous les patients porteurs
d’'une méme mutation ne présentent pas le mémeataltlnique au sein d’'une méme famille,
comme c’est le cas pour les familles GEASa deuxiéme difficulté eshétérogénéité génétique
Une épilepsie relativement homogéne du point de clieque peut étre due a des mutations
différentes d'un méme gene, comme c’est le cas poumnaladie d’Unverricht-Lundborg et
I'épilepsie sévére du nourrisson. On parle alorg&trogénéité allélique. Lorsque des mutations
sont présentes dans des geénes différents, on ghdeérogénéité non alléliqgue. D’aprés des
données récentes, cette complexité génétique oemafait correspondre a une plus grande
simplicité fonctionnelle. En effet, par exemplendda plus part des cas d’hétérogénéité non
allélique d’épilepsies idiopathiques a hérédité dédienne, les mutations identifiees concernent
des génes codant pour des canaux ionigues. Aipfa, @onfirmerait I'appartenance de ces
épilepsies au vaste groupe des canalopathies. elirhactuelle, la plupart des familles a large
effectif ont déja été identifiées, par conséquia#,familles de malades recrutées sont de petite
taille, ce qui rend la localisation du géne respbies de la maladie plus difficile. Quelques soient
les difficultés rencontrées dans la caractérisatiotéculaire des bases génétiques des épilepsies a
hérédité mendélienne, il reste que les efforts meré derniéres années ont eu le grand avantage
de permettre la reconnaissance de nouvelles forchegues. Ceci aura pour conséquence
d’entrainer de profondes modifications dans lasif@stion internationale a venir.

Les épilepsies communes a hérédité complexe passade composante génétique mais
aussi une composante environnementale. Ainsi, kffet additif joue un role dans la
détermination du phénotype de la maladie. En cegpuerne les avancées dans ce domaine, elles
ne sont pas substantielles. Il est vraisemblable cpite situation est due a la « conception

génétique mendélienne » de ce type d'épilepsiea guédominé jusqu’a présent. Cette hypothése
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suggere que les épilepsies a hérédité complexe comgtituées de nombreux sous-types
génétiques correspondant chacun a un mode de fismiem mendélien particulier. Par
conséquent, la complexité serait simplement dustta bétérogénéité. Mais pour I'instant, aucune
donnée disponible sur ces épilepsies communes ugesb cette hypothese. Une seconde
hypothése suggére que ce serait I'addition de n@rieommuns particuliers qui causeraient un
type particulier d’épilepsie commune. Ainsi, lesiépsies a hérédité complexes devraient étre
considéréees comme des traits quantitatifs et deeli@s stratégies plus performantes permettant
d’identifier ces variants communs de susceptibil®mmme nous l'avons vu précédemment,
actuellement, la méthode de choix est I'étude éamins. Mais cette derniere fait encore débat,
car aucune d’entre elles n'a réellement apportérémdtats concluant. Ainsi, il est probable que
le principal probleme de ces études soit la fagoigbabilitéa priori que les polymorphismes,
analysés jusqu’a présent, soient réellement im@sigdans la susceptibilité a développer une
épilepsie commune. A I'heure actuelle, il nousiegtossible de déterminer si cette absence de
résultats est due a cet effet minime des génedésdtudu nombre insuffisant de cas et/ou a
I'hétérogénéité clinique des populations. En counséqe, I'approche a privilégier aujourd’hui
dans les études cas-témoins est de réunir un rta@sl gombre de cas, puis de faire une analyse
génome-entiergrace au développement des puces a ADN. Ainsifet’ additif de variants
communs sur le phénotype pourra peut-étre étreemidvidence dans les épilepsies communes a
hérédité complexe. Avec des perfectionnements ldam&thodologie des études d’associations et
une meilleure compréhension de la structure et éuwoge humain, nous avons maintenant
I'opportunité d’améliorer notre aptitude a disséges bases génétiques de I'épilepsie.
L’accroissement de la compréhension des mécanisméulaires des épilepsies pourrait
permettre de développer de meilleurs traitementig@leptiques. Les médicaments traditionnels
possedent de multiples sites d’action incluantckesaux ioniques. Bien que mettre au point des
substances ayant une action plus ciblée pour ilEpéjes est complexe, des modéles intéressants
pour le développement de thérapies alléles-spéeifigxistent déja pour d’autres maladies, telles
gue les maladies cardiaques. Aujourd’hui, notrelehge est de comprendre comment chaque
variation génique contribue au phénotype épilegtigubases polygéniques chez un individu
donné, mais aussi de déchiffrer I'architecture ggqoné des épilepsies, particulierement les
relations complexes entre le phénotype et le g@eotyAinsi, il y aura une meilleure
compréhension de la pathogenése des épilepsiesi astgimportant pour aider a un meilleur
diagnostique de la maladie, au développement d& gesnataux, a un conseil génétique approprié

et par conséquent, amener a de nouveaux traiteméeaspoir actuel réside dans la meilleure
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compréhension des bases fondamentales des épmlepsiee autre pharmaco-résistantes, pour
gu’ainsi des thérapies de plus en plus efficacesnwde jour.
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