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Résumé






La déficience intellectuelle est le handicap majeur le plus fréquent, elle touche environ

1 à 3% de la population générale. Les progrès récents en cytogénétique et en biologie moléculaire ont permis d’identifier de nombreux gènes responsables de la déficience intellectuelle,   notamment   dans   les   formes   autosomiques   (Leonard   et   Wen,   2002).
L’étude que nous avons mené au laboratoire de Génétique humaine du Professeur Habiba  BOUHAMED CHAABOUNI à la  Faculté de Médecine de Tunis a concerné 19 individus dont 6 sont atteints d’une déficience intellectuelle non spécifique de transmission autosomique récessive ; les patients appartiennent à une famille Algérienne consanguine.
Dans une étude précédente (Guessaibia et al, 2012) l’exploration de deux branches de cette famille par une puce à ADN a montré une région d’homozygotie partagée entre les individus atteints et qui se situe dans un intervalle bien précis sur le chromosome 17 (en
17q12 – q21.2).

Notre étude a concerné 3 branches de cette même famille, le choix a porté sur deux gènes candidats situés dans cette région, NEUROD2 et SMARCE1. Deux stratégies de recherche ont été sélectionnées à savoir : un séquençage direct du gène NEUROD2 et une étude de liaison génétique pour le gène SMARCE1.
L’étude réalisée a permis d’exclure le gène  NEUROD2,  aucune variation n’a été

retrouvée dans les 2 exons de ce gène.

Pour le gène SMARCE1, 2 marqueurs SNPs (rs12150616 et rs2293152) et 3 marqueurs microsatellites (D17S1800, D17S1814 et D17S1190) ont été choisis ; les SNPs étant non informatifs ont donc été exclu de la construction des génotypes et des haplotypes, pour les marqueurs microsatellites les 2 branches sont en faveur d’une liaison, alors que pour la 3éme branche nous n’avons n’a pas trouvé de liaison. Les résultats obtenus ne sont pas concluants, l’analyse de l’étude de liaison sera continuée par le séquençage direct du gène SMARCE1. Cette étude montre que la déficience intellectuelle est une maladie très hétérogène sur le plan clinique que génétique.




Mots-clés : Déficience intellectuelle, séquençage, génotypage, SNP, marqueur microsatellite.







Summary



Intellectual disability is the most common major disability, affecting approximately 1-

3% of the general population. Recent advances in cytogenetic and molecular biology have identified many genes responsible for mental retardation, especially in autosomal (Leonard and Wen, 2002).
The study we conducted at the Laboratory of Human Genetics of the Professor Habiba BOUHAMED CHAABOUNI at the Faculty of Medicine of Tunis has involved 19 people including 6 with intellectual disabilities non-syndromic autosomal recessive; patients belong to a consanguineous Algerian family.
In a previous study (Guessaibia and al, 2012) exploration of two branches of this family by microarray (DNA chip)  showed  a  region  shared  between  affected  individuals and  is located in a specific interval on chromosome 17 (17q12 – q21.2).
For our study of the same family, the choice has been focused on two genes located in this region, NEUROD2 and SMARCE1. Two search strategies were selected as follow: direct sequencing of NEUROD2 gene and genetic linkage study for SMARCE1 gene.
The study has excluded the NEUROD2 gene, no variation was found in the two exons of this gene.
For SMARCE1, 2 gene markers (SNPs rs12150616 and rs2293152) and three microsatellite markers (D17S1800, D17S1814 and D17S1190) were selected, being uninformative SNPs were therefore excluded from the construction of genotypes and haplotypes for microsatellite markers the two branches are in favor of a linkage, whereas the 3rd branch is excluded link. The results are not conclusive the genetic linkage study will be continued by a direct sequencing for SMARCE1 gene.
This study shows that cognitive impairment is a heterogeneous disease.



Keywords: Intellectual disability, sequencing, genotyping, microsatellite, SNP.
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Introduction
Introduction







La génétique est une science dont l’un des buts essentiels est de trouver les anomalies génétiques à l’origine des maladies héréditaires. La génétique médicale a connu un essor considérable,  notamment  depuis  le  séquençage  de  la  totalité  du  génome  humain  en
2001(Lander, et al. 2001), elle apporte de nombreuses réponses dans le domaine des maladies humaines qui sont incomprises et parfois jugées à mal, c’est le cas de la déficience intellectuelle qui concerne prés de 3% de la population générale mondial , elle est définie comme :  « un fonctionnement intellectuel en dessous de la moyenne associé à des limitations des fonctions adaptatives » (Rio, et al.2004).


Dans le laboratoire de Génétique humaine du Professeur Habiba BOUHAMED CHAABOUNI à la Faculté de Médecine de Tunis, nous avons mené une étude génétique ; l’étude a concerné 19 individus dont 6 malades atteints d’une déficience intellectuelle de transmission autosomique récessive ; tous les individus appartiennent à une grande famille Algérienne consanguine composée de 3 branches, deux de ces branches ont été explorées dans une étude précédente  par une puce à ADN (Guessaibia et al, 2012) qui a permis de génotyper
10000 SNP répartis sur tout le génome, les résultats obtenus ont permis de trouver une région d’homozygotie partagée entre les atteints et qui se résume à un intervalle bien précis sur le chromosome 17 (en 17q12 - q21.2).


Pour l’étude génétique que nous avons effectuée le choix a porté sur deux gènes

candidats : NEUROD2 et SMARCE1 qui se situent dans cette région.

Deux stratégies de recherche ont été sélectionnées à savoir la recherche d’une mutation par séquençage direct pour le gène NEUROD2, et une étude de liaison génétique pour le gène SMARCE1, 3 marqueurs microsatellites ont été utilisés D17S1800, D17S1814, D17S1190 et 2 marqueurs SNP rs15120616 et rs2293152.

Les méthodes utilisées dans ce travail sont : l’extraction d’ADN, l’amplification par PCR, le séquençage, le génotypage sur analyseur automatique à ADN, la construction des haplotypes et l’analyse de liaison.































Chapitre I

Synthèse Bibliographique
1)  Définitions :

La déficience intellectuelle (DI), est connue précédemment sous le terme de retard mental.

La DSM (Diagnostique ans statistical Manual Of Mental Disorders) rédigé par l’American Psychiatric Association définie  la déficience intellectuelle  comme   «  un fonctionnement intellectuel général significativement inférieur à la moyenne survenant avant l’âge de 18 ans et s’accompagne de limitations du fonctionnement     adaptatif dans de nombreux secteurs d’aptitude tels que : la communication , l’autonomie , l’apprentissage scolaire , la vie sociale , la responsabilité individuelle , le travail , les loisirs, la santé et la sécurité »  la version utilisée actuellement est la version DSM-V publiée au mois de mai 2013.


1.1) Quotient Intellectuel :

Le diagnostic et l’évaluation de la gravité de la DI se fait principalement par le calcul du quotient intellectuel QI qui s’établit grâce à des grilles standards d’évaluation adaptées à l’âge et au niveau du développement du patient.
QI = (Age mental / Age normal) x 100

Le quotient de développement est calculé au cours des premières années de la vie lorsque l’enfant ne maitrise pas totalement le langage afin d’évaluer si l’enfant présente un retard psychomoteur. Les cliniciens utilisent: l’échelle de Brunet-Lezine.
 L’é c he l l e  de  Brune t -Lezine

La première échelle française celle de Brunet-Lezine est apparue en 1951, ce test a été étalonné auprès de 1500 enfants ; Aujourd’hui il est très utilisé, surtout en Europe, il est approprié pour les bébés de 0 à 2 ans et demi, l’examen est simple et rapide, jusqu’à 12 mois sa durée est de 20 minutes, au-delà de cet âge elle est de 30 min.
Le  test  est  composé  de  4  types  d’épreuves  évaluant  4  secteurs  du  développement : P : Développement postural et moteur.
L : Conduite d’adaptation, relation avec les objets.

S : Socialisation, relation sociale (avec les adultes, entre enfants).



Lorsque l’enfant est en mesure de s’exprimer les médecins peuvent établir le quotient intellectuel QI grâce à des tests cognitifs standardisés qui permettent d’évaluer le QI verbal (test de Wechsler) et le QI de performance.
Wechsler intelligence Scale for children (WISC) ou pour l’adulte (WAIS) est l’outil d’évaluation psychométrique le plus utilisé au monde, la première version date de 1949 ; la
dernière version le Wechsler Scale for children (WISC IV) date de 2005, elle comprend 4 indices d’évaluation : compréhension verbale, raisonnement perceptif, mémoire de travail et vitesse de traitement.
Les performances verbale et motrice sont considérées séparément et les résultats sont ajustés pour produire le QI.
Le QI moyen dans la population générale est de 100 et se distribue selon une courbe gaussienne (figure 1) (Philippe O,2012).

















Figure1 : Distribution gaussienne du QI dans la population général (Philippe O,2012). Lorsque le score est de plus ou moins 30 par rapport à la moyenne (déviation standard,

DS de +2 ou -2) le QI est considéré comme normal. Les personnes ayant un QI de 70 ou moins soit plus de 2 DS en dessous de la moyenne, sont considérées comme ayant une déficience intellectuelle.


1.2)   La classification selon le QI

Selon la classification simplifiée de  l’OMS de 1985,  les déficiences intellectuelles se classent en 2 grandes catégories :
La déficience intellectuelle légère quand le  QI varie entre 70 et 50. La déficience intellectuelle sévère quand le QI est inférieure à 50.
Selon le DSM-IV (Dianostic and statistical Manual of Mental Retardation, 4th Edn), les déficiences intellectuelles se classent en quatre catégories :


- La déficience intellectuelle légère :

Elle concerne 70% des cas (Daily DK, et al. 2000)  dont le QI varie entre 50 et 70.

Ces personnes ont la capacité à acquérir des connaissances ; néanmoins ils nécessitent une aide en mathématique et pour la lecture ; mais ils sont souvent autonomes.
Cependant chez cette catégorie les interactions sociales restent possibles,  l’intégration sociale

est fréquente, et ils sont souvent autonomes.



- La déficience intellectuelle modérée :

Elle concerne 10% des cas (Daily DK, et al. 2000), dont le QI varie entre 35 et 49 ; ils présentent un retard notable, comme le retard de langage.
En revanche, ils ont la capacité à apprendre les notions d’hygiène et de sécurité. Aussi la participation  à  des  activités  simples  ou  la  réalisation  de  taches  sous  supervision  sont observées chez cette catégorie. Ils ont également la capacité de se déplacer seuls dans des lieux familiers.


- La déficience intellectuelle sévère :

Elle concerne 10%  des cas (Daily DK, et al. 2000) dont le QI se situe entre 20 et 34 ; avec un retard évident et marqué (langage, motricité et interactions sociales) :
L’absence ou le retard dans la marche est observé. Le langage est rare voire absent avec la possibilité  de  compréhension  de  certains  mots,  montrant  parfois  une  forme  de  réponse. Malgré le possible entrainement à une certaine autonomie, une assistance et une supervision s’imposent.


- La déficience intellectuelle profonde :

Elle concerne 10%  des cas (Daily DK, et al. 2000)  dont le QI est inférieur à 20.

Le retard est marqué dans tous les domaines, l’incapacité à être autonome est évidente, d’où la nécessité d’une assistance proche pour chacune des taches quotidiennes.
2) Epidémiologie

2.1) Prévalence :

La prévalence théorique des DI est estimé à 3% dans la population générale mondial mais les prévalences observées sont souvent moindres, car la prévalence des DI légères
50<QI<70 est évaluée à 2.5% tandis que la prévalence des DI graves QI<50 (profondes, sévères et modérés) est évaluée entre 0.3% et 0.5% (Goldenberg A et al.2010 ; Ropers H H,
2010).

Les DI légères sont donc dix fois plus fréquentes que les DI modérées à profondes ; plusieurs raisons peuvent expliquer cette variation : la forte connotation socioculturelle et l’existence de biais dans l’évaluation psychométrique en rapport avec le défaut d’actualisation des cotations des tests psychométriques.
La prévalence des DI tend à être plus élevée dans les pays en voie de développement à cause de facteurs non génétiques tels que: la malnutrition, un système de santé et d’éducation défaillant qui constituent des facteurs aggravant le retard mental. Dans plusieurs études la consanguinité des parents a été identifiée comme un facteur étiologique majeur (Ropers HH.
2008).

2.2) Sexe ratio

Le nombre d’hommes diagnostiqués avec une DI dépasse d’environ 30% celui des

femmes avec un sexe ratio de 1.4 – 1.6 :1(Basel-Vanagaite L, 2008).

Malgré la « sur-prévalence »  masculine dans les DI légères, le ratio a tendance à diminuer avec la diminution du QI. (Bahi-Buisson et al. 2006).


3) Classification des déficiences intellectuelles :

En plus de la classification des DI par rapport à la sévérité du niveau du QI, les DI peuvent également être classés en fonction de la présence d’autres signes cliniques associés ou non chez les patients. les DI se subdivisent en formes syndromiques ou spécifiques (DI-S), et en formes non syndromiques ou non spécifiques (DI-NS).

3.1) Déficience intellectuelle syndromique ou spécifique :

Les (DI-S) sont caractérisées par une DI associée à d’autres signes cliniques tels que la microcéphalie /macrocéphalie,  des  dysmorphies  faciales  spécifiques,  des  malformations congénitales, des troubles du comportement parfois très caractéristiques, des anomalies radiologiques,  des anomalies neurologiques (Odent S, et al. 2008).
Ces caractéristiques spécifiques cliniquement reconnaissables accompagnant les DI rendent le diagnostique plus facile à poser, ce qui augmente le taux de réussite de détection des causes de (DI-S),
Les (DI-S) sont le plus souvent causées par des anomalies chromosomiques (aberrations chromosomiques ou microdélétions / microduplications) les grosses aberrations chromosomiques représentent la cause la plus fréquente des DI syndromiques provoquant une DI pouvant être légère à profonde (Basel-Vanagaite L, 2008).

3.2)  Déficience intellectuelle non syndromique ou non spécifique :

Les (DI-NS) ont été définies par la présence de déficience intellectuelle comme la caractéristique clinique unique, ce qui rend impossible de faire un lien entre le phénotype et une  anomalie  moléculaire  spécifique  (Kaufman  L,  et  al.  2010).  La  réalisation  d’un diagnostique moléculaire chez les patients atteints de DI-NS n’est couronnée de succès que dans une minorité des cas.
La  fréquence  des aberrations chromosomiques chez les patients atteint  d’une  DI-NS est inconnue (Basel-Vanagaite L, 2008).


4.  Difficulté de classement entre déficiences intellectuelles  spécifique et non spécifique :
La  frontière  entre  les  DI  syndromiques  et  non  syndromiques  semble  de  plus en plus floue. Puisque de plus en plus de gènes sont impliqués à la fois dans les DI syndromique et non syndromique.
Chez     certains     patients     diagnostiqués     avec     une     DI-NS,     lorsque     les investigations  et  les  examens  cliniques  sont  de  plus  en  plus  poussés  et  approfondis, d’autres    signes    minimes    apparaissent.    Certains    signes    cliniques    tels    que    la microcéphalie   (de   0   à   -2DS),   les   dysmorphies   faciales   mineures   ou   encore   les convulsions  au  cours  de  la  petite  enfance,  ne  sont  pas  des  critères  déterminants  dans la définition d’une DI cliniquement reconnaissable ou syndromique. Il devient alors extrêmement rare de n’observer qu’un retard intellectuel isolé.
Le  terme  de  DI  non  spécifique  a  récemment  fait  son  apparition,  ce  terme regroupe   les   DI   non-étiquetées   pour   lesquelles   aucun   signe   clinique   majeur   n’est associé     empêchant     l’identification     d’un     syndrome     cliniquement     reconnaissable (Philippe O, 2012).
5) Etiologie des déficiences intellectuelles :

L’étiologie  de  la  déficience  intellectuelle  est  très  diverse  et  reste  inconnue  dans

environ 50% des cas (Odent et al.2008).

L’identification  d’une  cause  est  impérative  pour  évaluer  le  pronostic  d’une  déficience

intellectuelle, assurer une prise en charge adaptée et envisager une prévention secondaire.



5.1) Causes environnementales :

Les  causes  environnementales  représentent  prés  de  15%  (Philippe  O,  2012)  de

l’étiologie des DI, on distingue :

- Les causes prénatales :

70%   des   DI    sévères   sont    d’origines   prénatales   (Bahi-Buisson    N.    et    al,2006) La  prise de médicaments tératogènes ainsi que les infections transmises par la mère durant la grossesse (  toxoplasmose ,  cytomegalie ,   syphilis ,   rubéole , HIV )  sont responsables de 3 à 8 % des DI ( Brower C.  et al, 2000).
De même que le syndrome de l’alcoolisation fœtal (SAF) est la plus courante des causes de la

déficience intellectuelle en Occident particulièrement aux Etats Unis.

Le syndrome de l’alcoolisation fœtal (SAF)   entraine des DI modérées à sévères, le QI est compris entre 40 et 80 avec une moyenne de 60 à 65 qui reste remarquablement constante de l’enfance jusqu'à l’âge adulte, la prévalence est estimée à 1 bébé atteint pour 1000 naissances (Roppers H H, 2010).
- Les causes périnatales :

Ne représentent qu’un contingent assez modeste, et sont accompagnées habituellement d’une infirmité motrice cérébrale ou d’une hydrocéphalie et/ou d’anomalies tomodensitométriques évocatrices d’un   accident ischémique ou hémorragique, d’une hypoxie périnatale, de complications de l’accouchement (Bahi-Buisson N. et al,2006) .
- Les causes postnatales :

Comprennent les méningites bactériennes et tuberculeuses, les encéphalites, les états de mal convulsifs, les traumatismes cranio-cérébraux et les déshydratations aigues graves du nourrisson. (Bahi-Buisson N et al, 2006).
5.2) Causes génétiques des déficiences intellectuelles :

5.2.1) Anomalies chromosomiques des DI:

Les anomalies chromosomiques sont la première cause d’une déficience intellectuelle, les grosses  aberrations chromosomiques et les remaniements submicroscopiques sont responsables dans 25% des cas (Ropers HH, 2010).


- Grosses aberrations chromosomiques :

Elles sont les plus fréquentes, représentent approximativement 15 % des cas de DI (Ellison J W, et al. 2013), on les retrouve chez 1 individu sur 7 qui présente une DI sévère (Ropers HH,
2008).

La trisomie 21 touche de 1/750 à 1/800 personnes et reste la 1ère  cause de retard mental

d’origine génétique (Ropers HH, 2010).

Cette catégorie est la plus simple à identifier lorsque l’anomalie est visible sur un caryotype, ce dernier permet l’observation et la classification des chromosomes présents au cours de la métaphase ou de la prométaphase de la mitose. Il permet de mettre en évidence les anomalies de nombre ou de structure des chromosomes.
Alors qu’un caryotype standard permet de visualiser 300 à 500 bandes par lot haploïde de chromosomes, le caryotype en haute résolution, réalisé sur des cellules en prométaphase, permet, en observant 700 à 850 bandes par lot haploïde de chromosomes, d’améliorer la résolution  du  caryotype.  Certaines  trisomies  ne  sont  viables  qu’en  mosaïque  (exemple trisomie 18) et un caryotype sur fibroblastes peut parfois seul  les mettre en évidence (à partir d’une biopsie de peau) (Goldenberg A, et al.2010).


- Micro-délétions et micro-duplications :

Ces   dernières  années,   grâce   à   l’émergence   des   nouvelles   technologies   de   biologie moléculaire, la cytogénétique moléculaire est une discipline frontière entre la cytogénétique et la génétique moléculaire, ses outils principaux sont  l’hybridation in situ en fluorescence (FISH) et la comparative genomic hybridization-array (CGH-array) (Goldenberg A, et al.2010).
Le principe de la technique FISH repose sur l’hybridation moléculaire : une sonde spécifique de la région à explorer et marquée par un fluorochrome peut s’hybrider, grâce à la complémentarité des bases nucléotidiques, spécifiquement avec sa séquence-cible sur une préparation   de   noyaux   en   interphase   ou   métaphase,   la   combinaison   de   plusieurs
fluorochromes rend possible la détection de remaniement de structure impliquant parfois plusieurs chromosomes.  Les sondes sont d’une taille proche de 200 kb et permettent la détection  d’anomalies chromosomiques et  submicroscopiques non  visibles sur  caryotype, même de haute résolution. Cependant la technique FISH ne permet pas l’étude globale du génome entier (Goldenberg A, et al.2010).
Le principe de la CGH-Array est le suivant : des oligonucléotides qui correspondent à des séquences d’ADN régulièrement réparties sur le génome sont immobilisés sur une micropuce en verre. L’ADN d’un patient et d’un sujet témoin, chacun marqué par un fluorochrome différent, sont co-hybridés. L’existence d’un gain ou d’une perte d’un segment génomique chez le patient sera détectée par une variation du rapport de fluorescence dans un sens ou dans l’autre. Certaines puces CGH présentent jusqu’à 2 millions de sondes permettant de visualiser des remaniements de taille aussi petite que 10 kb ( Ropers HH. 2010).


5.2.2) Causes monogéniques des DI :

la déficience intellectuelle peut être attribuée à un gène localisé, soit sur un autosome soit sur le chromosome X.


5.2.2.1) Déficience intellectuelle liées à L’X :

Bien qu’il soit communément reconnu que les gènes nécessaires au développement des fonctions cognitives sont répartis de manière ubiquitaire dans le génome, et que le nombre de gènes sur le chromosome X est de 818 (dont ½ s’expriment au niveau du cerveau) ce qui ne représente que 4% du génome humain entier qui compte prés de 19586 gènes (Gécz J,et al.
2009 ; Frints SG, et al. 2002) , la majorité des gènes impliqués dans les DI identifiés à ce jour ont été localisés sur le chromosome X. En effet depuis les années 1990 les recherches ont été focalisées sur le chromosome X compte tenu de la « sur-prévalence » masculine des cas de DI dans la population générale, avec un large excès d’environ 30% de formes masculines ( Bahi- Buisson N, 2006 ) , les hommes sont 1.4 fois plus susceptibles d’avoir une DI sévère et 1.9 fois plus susceptibles d’avoir une DI légère (Leonard H, Wen X, 2002).
L’inégalité de répartition est due en partie au caractère hémizygote des garçons pour les gènes situés sur le chromosome X, le second chromosome X chez la femme est capable de compenser l’anomalie portée par le premier dans certains cas par un biais de l’inactivation du chromosome X qui est également constaté chez les femmes vectrices afin que seuls les gènes du chromosome X sains soient exprimés, pour la plupart de ces gènes qui se trouvent sur le
chromosome  X  il  n  y a  pas  d’équivalent  homologue  fonctionnel  sur  le  chromosome  Y

(Ropers HH. 2010).

Les gènes du  chromosomes Y peuvent  aussi  être  directement responsables de cette sur- prévalence masculine, tel que le gène SRY qui a un effet masculin sur l’activité du cerveau, ceci pourrait aussi être vrai pour les autres gènes du chromosome Y qui ont acquis des fonctions différentes après avoir été différenciés de leurs homologues du chromosome X. (Ropers H H,2006).
Cette  prédominance  des  DI  chez  les  garçons  a  conduit  à  la  définition  d’une  entité

pathologique : la « DI liée à l’X ou DI-LX »

Le groupe des DI-LX représente une famille qui s’agrandit d’année en année, c’est la

cause la plus fréquente des DI monogénique  (Odent S. 2008).

Les DI-LX touchent exclusivement les garçons dans le cas d’une hérédité récessive causant une déficience intellectuelle  allant de modérée à sévère, par contre chez les femmes qui sont vectrices /conductrices les troubles sont modérés voir asymptomatiques.
L’étiologie avait été estimée à 20-25 % des cas puis ce chiffre a été réévalué à la baisse et les DI représentent aujourd’hui 10 à 12 % de l’étiologie génétique ( Ropers HH. 2010 ; Gécz J et al. 2009) . A ce jour plus de 100 gènes ont été associés aux DI-LX.


5.2.2.2) Déficience intellectuelle autosomique dominante :

Contrairement   aux   progrès   significatifs   obtenus   dans   les   recherches   sur   les DI-LX,      très      peu      de      chose      sont      connues      concernant      les      DI-AD. L’identification des gènes causant les DI-AD est très difficile car les formes des DI-AD présentent une grande hétérogénéité génétique et sont rarement familiales car les personnes atteintes  sont  généralement  stériles,  ce  qui  rend  impossible  l’étude  d’association  ou  des liaisons génétiques chez ces patients. ( Roppers HH, 2010)

5.2.2.3) Déficience intellectuelle autosomique récessive :

Les bases génétiques de la déficience intellectuelle de transmission autosomique récessive ont connu ces dernières années des avancées majeures grâce aux progrès récents des technologies  de   la   deuxième   génération   du   séquençage   (Basel-Vanagaite   L ;   2009 ; Najmabadi et al ; 2012)
La recherche sur les DI-AR a été entravée par l’extrême hétérogénéité génétique et clinique de cette forme, aussi le fait que la plupart des recherches sont menées dans la société occidentale où les familles sont généralement de petite taille et que la plupart des patients
avec DI-AR sont des cas isolés, dans cette situation même la possibilité d’une causalité génétique n’est souvent pas considérée ( Ropers HH. 2010). Néanmoins, les DI-AR représenteraient à elles seules environ 25% de l’étiologie génétique de DI (Rafiq MA, et al.
2010), et les régions liées à des DI-AR sont présentes sur la totalité du génome.

L’étude de familles multiplexes est une approche de choix, ces familles   sont fréquemment retrouvées dans les pays à forte taux de consanguinité se trouvant dans la ceinture des pays qui s’étend du Maroc jusqu’à l’Inde. Les mariages consanguins augmentent le  risque  de  développer  une  DI,  ou  autre  anomalie  congénitale  transmise  sous  formes récessives (Kuss AW, et al. 2010).
Une stratégie visant à identifier les causes monogéniques autosomiques récessives de DI  utilise    la  cartographie  par  autozygotie  chez  les  familles  consanguines  où  l’ancêtre commun n’est pas malade mais porteur d’une mutation à l’état hétérozygote, qu’il transmettra à sa descendance. Suite à une union consanguine, la mutation sera alors présente en double copie chez les malades, dits homozygotes par descendance. Les malades sont porteurs homozygotes pour la mutation mais également pour les fragments flanquant le locus morbide et les marqueurs génomiques proches (SNP : Single Nucleotide Polyorphism et marqueurs miscosatellites). Plusieurs régions sont homozygotes par descendance, mais elles sont souvent différentes d’un individu atteint à  un autre. Cette méthode a donc pour but d’identifier des régions homozygotes communes aux enfants atteints et génodifférentes des enfants sains. L’efficacité de cette étude dépend de deux paramètres importants : le nombre total d’enfants dans la famille et le degré de consanguinité : plus celle-ci est éloigné, plus le nombre de recombinaisons augmente et plus la région suspecte est réduite. L’étude se poursuit alors par l’analyse de gènes, soit par un séquençage classique ou bien en utilisant la technique de capture d’exome couplée à l’analyse de la séquence de la prochaine génération (Ellison JW, et al.2013).

Les  gènes  impliqués  dans  le  retard  mental  de  transmission    autosomique  récessif  non

spécifique identifiés à ce jour sont représentés dans le (tableau 1). L’acronyme MRT pour

« mental retardation, autosomal récessive »
Tableau 1 : Gènes impliqués dans les Déficiences intellectuelles non spécifiques de forme autosomique récessive. (Philippe O,2012).

	Gènes
	Locus
	Phénotype
	Fonction protéine
	Références

	PRSS12
	4q28.1
	DI sévère
	Neurotripsin : enzyme de la famille des sérines
protéase capable de cliver l’agrine qui devient ligand activateur de synapses impliquées dans la formation des filopodes à l’origine des dendrites
	Molinari F, et et
al. 2002 ; Matsumoto- Miyai K, et al.
2009

	(MRT1)
	
	(QI<50) ;
	
	

	
	
	non syndromique
	
	

	CRBN
	3q26.2
	DI modérée
	Cerebelon : protéine impliquée dans la régulation
négative du complexe AMPK par déphosphorylation de la sous-unité α ; Complexe intervenant dans les réactions au stress (ishémie hypoxique). Protéine précédemment associée à l’action d’une E3 ligase mais cette interaction reste à démonter
	Higgins JJ, et
al. 2004 ; Lee
KM, et al.
2011

	(MRT2)
	
	(50<QI<70) ; non
	
	

	
	
	syndromique
	
	

	CC2D1A
	19p12.
	DI sévère avec
absence de langage
	CC2D1A/Freud-1 : protéine impliquée ans
l’activation de la voie principale NF-κB, dans la cascadee d’activation impliquant TRF2 (voie TNF). Action qui semble restreinte au SNC. Souris Cc2d1a-/- : mort postnatale suite à l’incapacité de respirer ; implication de la protéine dans la maturation et dans le trafic vésiculaire au niveau de la synapse.
	Basel-

	(MRT3)
	12
	
	
	Vanagaite L,

	
	
	
	
	et al. 2005

	
	
	
	
	Zhao M, et al.
2010
Zhao M, et al.
2011

	GRIK2
	6q16.3
	DI modérée à
	Glutamate receptor 6 gene ( GLUR6) : les souris
Glur6-/- présentent des anomalies du LTP ( long- term potentiation) au niveau de l’hippocampe. Des études sur le rat montrent que GLUR6 est impliqué dans l’endocytose du récepteur kainate au niveau de la synapse, participant à l’excitation de la fibre axonale.
	Motazacker

	(MRT6)
	-q21
	sévère; non
	
	MM, et al.

	
	
	syndromique
	
	2007 ;

	
	
	
	
	Contractor A,

	
	
	
	
	et al. 2001 ;

	
	
	
	
	Martin S, et al.
2007

	TUSC3
	8q12
	DI sévère sans
autres signes distinctifs reports
	Tumor suppressor candidate3 :protéine pouvant
être impliquée dans la N-glycosylation grâce à son interaction avec le complexe N- oligosaccharyl transférase. La glycosylation joue un rôle au niveau de la plasticité synaptique. Cependant l’implication de TUSC3 au niveau de la synapse reste à démontrer.
	Molinari F,

	(MRT7)
	
	
	
	2008

	
	
	
	
	Garshasbi M,

	
	
	
	
	2008 Khan

	
	
	
	
	MA, 2011

	
TERC3
	
19q13.
	
Retard intellectuel
	
Trans-2,3-enoyl-CoA reductase: Glycoprotéine synaptique impliquée dans la synthèse de très longue chaine d’acides gras. L’orthologue du gène TECR chez la souris est très fortement exprimé dans le cerveau.
	
Caliskan M, et al. 2011 ; Moon YA, et al. 2003

	(MRT14)
	12
	modéré à severe; légères déficiences motrices
	
	

	SOBP
	6q21
	DI non
	Sine Oculis Binding protein ortholog : Zinc finger
protéine impliquée dans la mise en place de la cochlée chez la souris. Forte expression de Sobp dans le système limbique de la souris (régulation de l’apprentissage, de la mémoire et des comportements affectifs).
	Birk E, et al.
2010

	
	
	syndromique ou
	
	

	
	
	syndromique
	
	

	
	
	(pro trusion
	
	

	
	
	maxillaire,
	
	

	
	
	strabisme,
	
	

	
	
	épilepsie,
	
	




	
	
	psychose, perte de
l’audition)
	
	

	MAN1B1
	9q34.3
	DI sévère non
syndromique ou syndromique (dysmorphie facial ; épilepsie ; Clinodactylie*)
	Mannosyl Oligosaccaride, alpha 1,2
mannosidase : protéine du réticulum endoplasmique faisant partie de la classe des mannosidases ; appartenant à la famille des glycosyl hydrolase. Participe à la sécrétion des glycoprotéines mal formées dirigées vers la dégradation
	Rafiq MA, et

	(MRT15)
	
	
	
	al. 2011

	MED23
	6q23.2
	DI moyenne à
	Mamalian Mediator 23 : présente au sein du
complexe médiateur composé de 20 sous-unités. Complexe intervenant dans la transcription, comme un adaptateur dirigeant les facteurs de transcription au niveau des gènes cibles
	Hassimoto S

	
	
	modérée, non
	
	& Boissel S, et

	
	
	syndromique
	
	al. 2011

	ZC3H14
	14q31.
	DI non spécifique
	Zinc finger CCC-type containing 14 isoform 1:
protéine fortement exprimée dans les neurones de l’hippocampe et capable de réguler des ARNm en les liant au niveau de la queue poly(A)
	Pak C &

	
	3
	
	
	Garshasbi M,

	
	
	
	
	et al. 2011

	ST3GAL3
	1p34.1
	DI non spécifique
	B galactoside α 2,3 sialytransferase-111:cette
enzyme est impliquée dans la transformation de l’acide Sialique et est localisée au niveau du Golgi tardif. Ce substrat participerait à des processus de communication cellulaire mais son rôle est mal défini. Son absence chez la souris est létal embryonnaire
	Najmabadi H,
et al. 2007 Hu
H, et al. 2011

	
	
	
	
	



6) Gènes candidats :

Dans une étude précédemment effectuée (Chaabouni, Guessaibia et al, 2012) dans le laboratoire de Génétique humaine du Professeur Habiba BOUHAMED CHAABOUNI à la Faculté de Médecine de Tunis avec la collaboration du Pr Jamel Chelly de l’hôpital Cochin à Paris, un mapping par homozygotie a concerné deux branches de cette famille (IV8-IV9) et (III5-IV5) a été effectué. Cette équipe a opté pour la méthode affymetrix (utilisant la puce à ADN) qui permet de génotyper 10000 SNPs répartis sur tout le génome. Les résultats obtenus ont permis d’exclure une bonne partie du génome en comparant les génotypes des sains et des atteints.
La région d’homozygotie partagée entre les atteints se résume à un intervalle bien précis sur le chromosome 17 en (17q12-q21.2) cette région mesure approximativement 6 Mb et contient 45 gènes connus à ce jour (cf : Dataset of Genes on chroosome17). Les résultats obtenus sont représentés sur la figure 2.























Figure 2 : Intervalle d’homologie pour deux branches de la famille KM (Guessaibia.2012) Dans les études de liaison  on s’intéresse souvent à des gènes candidats (gène dont la

fonction suggère un rôle potentiel dans la maladie étudier) localisés dans les régions d’intérêt. On cherche à voir si le gène candidat est réellement impliqué dans la maladie, en utilisant des marqueurs génétiques sur ce gène candidat ou juxtaposés.
Les gènes candidats choisis pour la suite de cette étude sont :
6.1) Gène NEUROD2:

Le gène NEUROD2 , Neuronal Differentiation2, connu aussi sous les noms NDRF , BHLHA1 a été localisé sur le bras long (q) du chromosome 17 en  17q12 (figure 4-A) grâce à la technique d’hybridation fluorescente in situ  ( Tamimi et al 1997) .
Chez la souris l’homologue de ce gène a été cartographié sur le chromosome 11 (Tamimi et al, 1997)
Ce gène code un membre de la famille des protéines NEUROD : le neurogenic basic helix-loop-helix . Mc Cormick et al, 1996 ont découvert que chez la souris le NeuroD2 s’exprime initialement le 11éme jour de la vie embryonnaire avec la persistance de son expression au niveau du système nerveux adulte.
Il a été démontré que les facteurs de transcription basic helix-loop-helix seraient essentiels pour le développement normal du cerveau aussi bien chez les vertébrés que chez les invertébrés (Andersson et al, 2006).
Ces facteurs jouent un rôle majeur dans le contrôle de la différenciation et de la survie neuronal, ainsi que dans la migration et la synaptogénèse (Bertrand et al, 2002 ; Kageyama et al, 2005).
Les souris transgéniques qui n’expriment pas le NEUROD2 ne survivent pas et présentent

d’importantes anomalies du développement neurologique (Olsen et al, 2001).

NeuroD2 est exclusivement exprimé dans les neurones postmitotiques (Mc Cormick et al

1996), il a été récemment impliqué dans la différentiation des terminaisons présynaptiques

(Yang et al, 2009).


Durant la métaphase la securine inhibe la séparation des chromatides sœurs en inactivant la séparase, quand les cellules en mitose sont prêtes à passer de la métaphase à l’anaphase, l’APC (Anaphase Promoting complexe) présente une activité ubiquitine ligase lorsqu’il s’associe avec Cdc20 , le complexe APC/Cdc20 induit l’ubiquitination de la sécurine conduisant à sa destruction protéolytique par le proteasome , c’est la destruction de la sérine par le protéasome qui conduit donc à l’activation de la séparase , qui va donc cliver et dissocier le complexe cohesine ce qui va permettre la séparation des chromatides sœurs . (figure 3 A).

Durant le développement postmitotique neuronal le facteur de transcription NeuroD2 induit la transcription de Cplx2 (Complexin-2) qui agit localement au niveau des sites présynaptiques afin de réprimer la différenciation présynaptique, quand les neurones seront
matures le complexe APC/Cdc20 cible NeuroD2 pour le dégrader débloquant ainsi le freinage de la différenciation présynaptique ce qui va déclencher la formation de sites présynaptiques fonctionnels (Yue et Azad 2010).(Figure 3 B)





Figure 3 : A : Transition de la métaphase à l’anaphase

B : la maturation neuronale (Yue et Azad, 2010)
6.2) Gène SMARCE1:

SMARCE1   « SWI/SNF Related, Matrix Associated, Actin Dependent Regulator of Chromatin Subfamily E, Member 1 » aussi connu sous le nom BAF57 « BRG1-associated factor 57 ».
Le  gène  SMARCE1  est  situé  sur  le  bras  long  (q)  du  chromosome  17  en  position  21.2 ( 17q21.2) (figure 4-B) .
Le gène code une protéine de 411 AA qui est une des nombreuses sous-unités qui forment le complexe SWI/SNF ( Switch/ Sucrose non fermentable ) .
Le complexe SWI/SNF est l’un des nombreux complexes responsables du remodelage de la chromatine dépendant de l’ATP. SWI/SNF est essentiel pour de nombreux processus dont l’initiation à la transcription, la réplication, la réparation et la recombinaison de l’ADN, le contrôle de la division et de la différenciation cellulaire. (Wang et al. 1998)
Le remodelage de la chromatine implique des changements d’interactions entre l’ADN et les histones à l’intérieur des nucléosomes, lorsque le remodelage est terminé, les séquences promotrices sont débarrassées des histones et deviennent accessibles aux protéines qui initient la transcription (Wang et al. 1998).
Seule ou dans le complexe SWI/SNF, la protéine codée peut se lier à une jonction mobile entre les brins d’ADN, qui est supposé imiter la topologie de l’ADN quand il entre ou quitte le nucléosome.
La protéine BAF57 possède un domaine de liaison à l’ADN HMG (Hight Mobility Group), une mutation dans ce domaine n’inhibe pas la liaison à l’ADN ou les activités de déplacement nucléosomique du complexe SWI/SNF. (Wang et al. 1998)
Contrairement à la plupart des protéines du complexe SWI/SNF, SMARCE1 n’a pas d’homologue chez la levure (Wang et al. 1998)
Des Mutations hétérozygotes germinales dans le complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF ont récemment été identifiées chez des patients présentant une déficience intellectuelle.
Chez une patiente atteinte par le syndrome de Coffin-Siris une mutation missense de novo a été identifiée dans la sous-unité SMARCE1 dans le domaine HMG (High Mobolity Group) (Santen et al. 2012)
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Figure 4 :

(A) Localisation chromosomique du gène NEUROD2

(B) Localisation chromosomique du gène SMARCE1





































Chapitre II

Matériels et Méthodes
Chapitre II : Matériels et Méthodes

1)      Matériels :

1.1)   Patients :

Cette étude concerne une famille Algérienne (KM) qui compte 19 individus dont 6 sont atteints d’une déficience intellectuelle non spécifique.
Cette  étude  a  été  menée  au  laboratoire  de  Génétique  Humaine  du  Professeur

Chaabouni-Bouhamed à la faculté de médecine Tunis, durant la période de Mars à juillet

2013.

L’étude mendélienne des généalogies à montré le caractère héréditaire de la maladie selon un mode de transmission autosomique récessif.
Dans 3 branches il y a des descendants porteurs de DI. La consanguinité est nette pour les 2 premières branches, c’est-à-dire les couples (IV8-IV9) et (III5-IV5), par contre elle n’est pas observée pour le couple (IV3-IV4).
On observe 2 malades par branche, et les patients sont constitués aussi bien de filles que de garçons. (Figure 5).
Les patients explorés ont été recrutés à l’hôpital Franz Fanon de Blida.

Les critères d’inclusion sont :

- Au moins 2 individus dans une fratrie sont atteints de DI pour que le facteur génétique soit mis en évidence.
- Aucune pathologie n’est associée.

- Les malades doivent avoir des parents vivants, accessibles, et un maximum de frères et

sœurs malades ou non (pour avoir un maximum d’haplotype)

- Il doit exister une consanguinité (c'est-à-dire qu’on peut remonter à un ancêtre commun)

chez les parents par ce qu’il s’agit d’une affection récessive.

- On doit retrouver autant de fille que de garçon malade puisque la DI étudiée est autosomique récessive.
Les patients atteints d’une déficience intellectuelle ont été examiné par un médecin, une fiche clinique a été remplie. Les médecins n’ont pas noté un phénotype spécifique pour les différents patients examinés, absence de troubles neurologiques et psychiatriques, les fonctions sensorielles sont normales.
L’évaluation de la DI, c'est-à-dire l’estimateur du quotient Intellectuel a été réalisée au niveau du service de Psychiatrie du Pr. Ridouh, le quotient intellectuel varie généralement de moyen à sévère.
Le développement psychomoteur se caractérise par un retard remarquable de l’âge des acquisitions   fondamentales,   et   le   mode   évolutif   se   caractérise   par   une   régression psychomotrice qui apparaît généralement vers l’âge de la scolarisation,
En ce qui concerne l’exploration biologique, il a été procédé au bilan sanguin usuel (NFS, glycémie…), tandis que le caryotype standard en bandes R, et la recherche de l’X- fragile ont été effectués au service de génétique humaine du Pr. H. Chaabouni à Tunis. Enfin, un scanner a été réalisé pour un représentant malade de chaque famille. Il est à préciser qu’aucune anomalie n’a été décelée pour toutes les explorations précédentes.































Figure 5 : Arbre généalogique de la famille KM (Guessaibia, 2012)
1.2)   Primers du gène NEUROD2 :

Pour le gène NEUROD2, nous avons utilisé 2 primers : exon1 et exon2 (tableau 2)



Tableau 2: Primers du gène NEUROD2.

	Nom du

primer
	Forwerd
	Reverse
	Tm
	Taille

	Exon 1
	F :GGTGGAGGAGGGTTGTGG
	R :CGACAGACCCTTGCACAGA
	54.6°
	689

	Exon 2
	F :CGGCCAGACCTAGTGTCCTA
	R :GGTAGGATGGGGGTGTCC
	54.6°
	695






1.3)   Marqueurs du gène SMARCE1 :

Pour environ 10%,   la molécule d’ADN est constituée par les gènes qui sont le support de

l’information.

En revanche, la plus grande partie (90%) de l’ADN nucléaire ne commande directement aucune synthèse protéique et l’on ignore actuellement sa fonction précise. Dans cette partie non codante, l’analyse a mis en évidence des régions variables (qui représentent 30 à 40% de cet ADN non codant). Il s’agit de séquences d’ADN qui existent sous deux versions distinctes ou plus. Ce sont des marqueurs génétiques. Ils sont situés sur un emplacement connu sur le génome, et en cartographie, ils servent à « baliser » les chromosomes.


   SNP  « Single Nucléotide Polymorphisme »

Les SNPs constituent la forme la plus abondante de variations génétiques dans le génome humain. Ils représentent plus de 90% de toutes les différences entre individus. C'est un type de polymorphisme bi-allélique ponctuel de l'ADN au niveau d’une paire de bases. Dans deux génomes humains tirés au hasard, 99,9% de la séquence d'ADN est identique. Les 0,1% restants contiennent des variations de séquence dont le type le plus commun est le
polymorphisme pour un nucléotide (SNP). Les SNPs sont stables, très abondants et distribués uniformément dans tout le génome. Ces variations peuvent être des marqueurs de la diversité entre populations ou individus. De nombreux SNPs ont été mis en évidence lors de l'étude de
sujets sains et malades portant des allèles différents d'un gène donné. Il existe aujourd'hui de nombreuses méthodes pour mettre en évidence des différences d'un nucléotide. Actuellement, une des méthodes des plus performantes et qui paraît offrir de grandes espérances est l'usage des puces à ADN.
Nous avons choisi des marqueurs de type SNP en se référant aux bases des données

NCBI, ENSEMBL et OMIM.
Nous avons choisi 2 marqueurs SNP pour le gène SMARCE1: ( rs15120616 , rs2293152 ) (Tableau 3).

Tableau 3: SNPs du gène SMARCE1

	Nom du

SNP
	Amorces
	Polymorphisme
	Taille des

allèles  ( pb

	rs15120616
	F :TTTTCATACCCAAATTGTTCCA
	A/C
	516

	
	
R :AAAAGCCTTTGGTGGTGTGA
	
	

	rs2293152
	F :CAAGTAACTGCCCCAGTGCT
	C/G
	482

	
	
R :CTGGGAAAGGTCCACTTCCT
	
	




   Les microsatellites (STR) « Short Tandem Repeat »

Les microsatellites appartiennent à la famille des VNTR (Variable Number of Tandem

Repeat) ou encore les HVR (Highly Variable Repeat).

Ce sont des séquences d’ADN localisées, répétées en tandem, dont le motif de base varie en longueur de 1 à 4 nucléotides et le nombre des répétitions est compris entre 12 et 40 fois. L’hétérozygosité des STR est supérieure à 50%. Ils peuvent être analysés par PCR (Weber et May, 1989) ils permettent d’effectuer des études de liaisons pour l’établissement de cartes génétiques.
Les STR peuvent être caractérisés par une succession parfaite (pas d'interruption dans la séquence),  interrompue  (une  ou  plusieurs  répétitions  séparées  par  quelques  bases)  ou composée (une séquence répétée suivie d'une autre séquence répétée) (Weber. JL et May
PE;1989).

  Succession Parfaite: CACACACACACACACA

  Succession Composée: CACACACACAGAGAGAGAGA

  Succession Interrompue: CACATTCACACATTCATTCA
Les STR les plus fréquents et les mieux étudiés sont les CA repeats, ils sont très abondants (35.000 à 150.000 motifs sur tout le génome) ce qui représente 1 exemplaire tout les 10 cM. Chaque microsatellite correspond à un locus unique dans le génome, parfaitement défini par des séquences uniques qui cernent la répétition. Le polymorphisme très élevé de ces loci est dû à des variations dans la longueur de la répétition. Cette longueur définit les allèles de chacun de ces loci qui sont identifiables par PCR.


Ces séquences sont réparties de  manière homogène sur l’ensemble du génome (Sefton et al. 1992).. Ils ont comme origine soit un phénomène de glissement lors de la réplication, soit un crossing over  inégal .Le principal mécanisme impliqué serait le glissement lors de la réplication ou lors de la réparation de l'ADN ( Tautz. D et al ; 1986).
Dans les familles consanguines, les individus atteints de maladies récessives sont vraisemblablement autozygotes pour des maladies récessives liées au locus porteur du gène morbide. C’est le principe de la cartographie par homozygotie qui permet de localiser les maladies récessives dans les familles étendues.
Les marqueurs microsatellites ont des propriétés intéressantes pour la recherche en génétique:
  Ils sont codominants

  Leur taux de mutation est estimé entre 10-4 et 5.10-6 ( Edwards. et al ;1992 ).

  Ils suivent un schéma de transmission mendélienne

  Ils sont très polymorphes (polymorphisme de longueur)

  Leur localisation chromosomique peut être détectée

  Leur analyse par PCR (Polymerase Chain Reaction) permet de travailler sur de petites quantités de matériel biologique (ADN).
Nous avons choisi des marqueurs de type microsatellites en se référant aux bases des données NCBI, ENSEMBL et OMIM.
Nous  avons  choisi  3  marqueurs  microsatellites  pour  le  gène  SMARCE1 :  (D17S1800, D17S1118 , D17S1190) (tableau4).
Tableau 4 : Marqueurs microsatellites du gène SMARCE1.

	Nom du

microsatellite
	Amorces
	Polymorphisme
	Taille des

allèles

(pb)
	Taux

d'hétérozygocie

(%)

	D17S1800
	F :TTATGGTCTCATCCATCAGG R :GGAGCCATGAATGATTTACA
	(AC)n
	268-284
	0.75

	D17S1190
	F :GTTTGTTGCTATGCCTGC R :CAACACACTACCCCAGGA
	(AC)n
	150-166
	0.8

	D17S1814
	F :TCCCCAATGACGGTGATG

R :CTGGAGGTTGGCTTGTGGAT
	(AC)n
	122
	-






    La localisation chromosomique de ces différents marqueurs est représentée en figure 6
































Figure 6: Représentation schématique de la carte génétique et la carte physique de l'intervalle de localisation du gène SMARCE1 entre le marqueur D17S1800 et D17S1190.
A) Carte physique.  B) Carte génétique.
2) Méthodes :


2.1) Banque de données :


  Le serveur Ensembl :

Ensembl  est  un  projet  commun  de  collaboration entre EMBL (The  European Molecular Biology),  EBI(The  European  Bioinformatics Institute)  et  l’institut  Sanger.  Cette  base  de données a  pour  objectif  l’analyse  des  grands  génomes,  elle  permet  l'accès vers d’autres serveurs spécialisés dans la génomique comme UCSC, NCBI, OMIM.
Cette base de données fournit une présentation claire de la carte physique, description du gène ciblé (nombre d'exons, la protéine et ses différents domaine , les marqueurs microsatellites ,les primers).
  Le serveur NCBI :

C'est  une  base  de  données  qui  permet  de  mener  des  recherches  en  bioinformatique  et d'analyser les données via des logiciels comme Blast, il permet la diffusion  des travaux de recherche dans le domaine biomédical.
Ce serveur constitue une toile communicante vers d'autres serveurs spécialisés dans la génomique fonctionnelle ou comparative.
Les principales données fournies par ce serveur sont: la publication des travaux de recherche les plus récents (pub med), l’analyse des séquences nucléiques (Gen Bank), la localisation physique des gènes et des marqueurs microsatellites (OMIM, Uni STS).
  Le serveur ALFRED (Allele Frequency Database):

Cette base  de  données est  fondée  en  2001  par  l'université  de  Yale  university school  of medicine aux Etats Unis, il présente une description totale des marqueurs polymorphes situés tout au long du génome ainsi que la fréquence des allèles dans les différentes populations(Micheal.V et al;2001).
Ce  serveur  constitue  un  outil  fondamental  pour  mener  des  recherches  d'anthropologie humaine et de génomique comparative.
2.2)  Méthodes moléculaires :

2.2.1) Extraction de l’ADN génomique :

Le principe consiste à extraire de l’ADN à partir des leucocytes de sang récupérées (10 à 30 ml de sang)  sur EDTA , une centrifugation pendant 10 minutes à 2500 tours/mn, puis une étape de lyse des leucocytes, et enfin l’ADN est précipité par l’éthanol absolu à haute force
ionique.

  Lyse des globules rouges :

Après l’élimination du surnageant, les globules rouges anucléés sont lysés dans 40 ml de solution de lyse SLR 1X (solution hypotonique permettant l’éclatement de la membrane cellulaire) , après un temps de repos de 10 à 20 min, on centrifuge à 3500 tours/min pendant
15 min puis on élimine le surnageant .

Si le culot contient encore des globules rouges on ajoute 500 µl de SLR2, ne pas laisser plus de 10 min, centrifugation 3500 tours/min pendant 5 min.
Lavage des globules rouges avec 10 ml de tampon de lyse 1 X

  Traitement à la protéinase K :

Au culot leucocytaire propre obtenu  on ajoute :

- 5 ml de tampon de lyse

- 250 ml SDS 10%

-100 µl de protéinase K

Le SDS est un détergent il va lyser la membrane cellulaire des leucocytes en agissant sur les lipides membranaires. La protéine K (une serine protéinase non spécifique) permet, après un temps d’incubation d’une nuit à 37°C, de détruire les protéines liées à l’ADN.


  Précipitation de l’ADN :

Cette étape consiste à additionner 2 volumes d'éthanol glacial .L'ADN se précipite sous forme de méduse, cette dernière sera transférée dans un tube eppendorf de 1,5 ml à l'aide d'une pipette pasteur, puis on procède à une centrifugation pendant 2 min, l'excès d'éthanol est alors éliminée, l'ADN est dissous dans le 400µl de Tri-EDTA 1X centrifugation 1000 tour/1min et stocké à +4 °C.






  Contrôle de la qualité de l'ADN:
Le contrôle de la qualité de l'ADN se fait à l'aide d'un appareil le nanodrop, qui permet de donner automatiquement la concentration, ainsi que le rapport du D.O 260nm/280 nm. L'objectif de ce rapport est d'évaluer la qualité de notre échantillon d'ADN, ce rapport doit être compris entre 1,8 et 2. Une valeur inférieure à 1,8 indique une contamination par les phénols ou les protéines, alors qu’une valeur supérieure à 2 témoigne d'une contamination par les sels, dans ce cas un lavage à l’éthanol est nécessaire.


2.2.2) Amplification de l'ADN génomique par PCR:

« Réaction de polymérisation en chaîne »

C’est une technique qui a été mise au point au milieu des années 80, par Kary Mullis (Prix nobel  1993).  La  PCR  a  pour  but  d’obtenir  une  grande  quantité  d’une  séquence  d’ADN connue. par réplication d’un échantillon sélectif de l’ADN.
Ce n’est pas une analyse en soi, mais elle permet de mettre à disposition une quantité d’ADN suffisante pour la réalisation ultérieure des analyses nécessaires. Elle a ouvert une nouvelle voie dans l’étude et l’analyse des gènes.
C'est une méthode d'amplification in vitro d'une séquence spécifique d'ADN . Cette méthode consiste à utiliser une paire d'amorces d'oligonucléotides de synthèse situés de part et d'autre de la séquence à amplifier.
Cette réaction nécessite :

- La molécule d’ADN : généralement sous forme de double brin, elle contient le fragment à amplifier.
- Des désoxyribonucléotides triphosphates ( dNTPs: ATP, GTP, CTP, TTP ). Qui sont les éléments de base utilisés par la taq polymérase pour synthétiser les brins d’ADN complémentaires.
- MgCl2 (Chlorure de magnésium): L'ion Mg2++ est un cofacteur essentiel de la Taq polymérase, il sert à stabiliser l'hybridation, plus sa concentration est importante plus l'hybridation est facilitée. La concentration du MgCl2 doit être déterminée à chaque fois qu’un nouveau fragment est à amplifier. On réalise en général, pour optimiser la réaction de PCR, une gamme de MgCl2.
- Tampon: qui sert à tamponner le milieu réactionnel afin de garder un niveau optimal pour la

Taq polymérase.

-Les amorces (sens et anti-sens) : encadrent la région à amplifier, de sorte que chaque brin

nouvellement synthétisé s’étende au-delà de l’amorce sur le brin opposé, ce qui crée sur ces
brins de nouveaux sites de fixation d’amorce.

chaque amorce contient 18 à 30 nucléotides, pour assurer la spécificité de l’hybridation. L’amorce ne peut contenir un nombre de nucléotides inférieur à 18, afin qu’il n’y ait pas de sites complémentaires dans les 3 milliards de bases de l’ADN. Leur composition en A, T, G et C doit être équilibrée (40% à 60%), et homogène sur la longueur de l’oligonucléotide. Les amorces sont complémentaires en séquence aux 2 extrémités de la région à amplifier.
-  Taq  polymérase :  est  une  ADN  polymérase  thermorésistante  extraite  de  la  bactérie Thermus aquaticus. Sa température optimale d’action est de 72°C et  elle est capable de résister à des passages successifs à 95°C, ce qui a rendu possible l’automatisation de la procédure. Elle présente une activité exonucléasique 5’ à 3’, c’est-à-dire de la fonction d’édition.
-Adjuvant de type DMSO: il est utilisé pour optimiser la réaction de PCR surtout lorsqu'il s'agit d'une séquence riche en bases GC difficile à dénaturer. Ce réactif améliore la dénaturation de deux brins en facilitant la rupture des liaisons hydrogènes reliant les deux brins de la molécule de l'ADN.
-H2O



Les différentes étapes de la PCR :

La réaction de la PCR se déroule en trois étapes (figure 7) :

    Dénaturation des séquences double brin à 94 °C pendant 30 secondes à 1 minute.

	Hybridation : la température est rapidement abaissée à la température optimale d’hybridation des amorces. Les amorces « reconnaissent » leurs séquences complémentaires sur les brins d’ADN cible. Elles s’hybrident chacune à son brin respectif. cette étape dure de 30 secondes à 1 min l’ADN total étant plus long n’aura pas le temps de se réhybrider.
	Extension des amorces : la température est ensuite augmentée à 72°C pendant 1 à 2 minutes, ce qui permet à la Taq polymérase d’ajouter des nucléotides aux amorces hybridées, dans le sens 5’ vers 3’. Les nucléotides sont incorporés en fonction de la séquence cible (nucléotide complémentaire).
Enfin, on porte le mélange à 95°C pendant 20 secondes, de façon à ce que les courtes régions d’ADN double brin (un brin initial et un simple brin) se séparent. Ces molécules serviront à leur tour de matrice pour la prochaine synthèse.
Ces trois étapes sont répétées plusieurs fois au bout de n cycles pour avoir finalement une quantité  d'ADN de 2n (figure 8).







Figure 7: Les étapes de la réaction de la PCR









Figure 8: Explication des cycles de la PCR
Limites de la technique

Il faut connaitre les séquences d’ADN aux extrémités de la séquence à amplifier, afin de réaliser l’amorce. Avec le séquençage complet du génome, cette difficulté est maintenant levée.
L’ADN de l’échantillon ne doit pas être pollué, car dans ce cas tous des ADN présents dans l’échantillon vont être multipliés.
Avantages

- Peu d’ADN nécessaire

- Pas d’utilisation d’enzymes de restriction

- Pas d’utilisation de sondes moléculaires

- Le taux d’erreur, mesuré lors de la réplication naturelle, est de 1 pour 109 .

Cette extraordinaire précision est due à la machine de réplication des nucléotides mal incorporés dans la chaine. In vivo, le taux d’erreur est plutôt d’une erreur tous les 2x104 nucléotides, ce qui représente une toute petite partie des fragments analysés.
- L’ADN utilisé pour la PCR peut avoir des sources variées, il peut provenir du noyau des cellules, ou même de l’ADN libéré par des cellules portées à ébullition, sans autre étape de purification.


   Protocole expérimental :

On a utilisé cette méthode pour l'amplification des 3 marqueurs microstaellites (D17S1800, D17S1190et D17S1814) et les 2 marqueurs SNP ( rs1512, rs2293) choisis pour le gène SMARCE1 et pour le séquençage du gène NEUROD2
La         réaction         de         PCR         se         déroule         dans         un         thermocycleur avec un volume final de 50µl contenant:


- H2O

- dNTPs

- MgCl2

- Tampon

- Amorce: Oligo F Oligo R
Taq polymerase

-  ADN
Cette réaction  se déroule selon le programme suivant:



Dénaturation initiale 5 mn à 95 °C


	Dénaturation  95°C
	30 secondes
	

	
Hybridation   Tm°C


Elongation      72 °C
	
30 secondes


30 secondes
	
30 cycles





Elongation finale 5mn à 72°C



La température d'hybridation des amorces des différents marqueurs utilisés est décrite dans le tableau 5 :


Tableau 5 : Température moyenne d’hybridation des marqueurs utilisés.



	Marqueur
	Tm (°C)

	D17S1800
	56

	D17S1190
	54

	D17S1814
	54

	rs15120616
	56

	rs2293152.
	56




2.2.3) Contrôle du produit de la PCR:

Une fois la réaction de la PCR terminée, les produits de la PCR sont testés sur un gel d'agarose à 2% (2 g d'agarose dans 100 ml de TBE 1% et BET). Le pourcentage d'agarose varie selon la taille du fragment d'ADN à séparer.
On ajoute 8 µl de chaque produit de PCR à 2 µl de bleu de dépôt (0,25% de xylène de cyanol;0,25% de bleu de bromophénol et 30% de glycérol) qui permettra de suivre la migration. Cette dernière se fait par électrophorèse horizontale dans une cuve contenant le TBE 1X pendant 15 min (250A-160V) la lecture des résultats se fait dans le Gel DOC par le logiciel Quantity One.
2.3) Séquençage de l’ADN:



Principe : la méthode de Sanger

Le  séquençage  de  l’ADN  consiste  à  déterminer  l’ordre  des  nucléotides  sur  la  molécule d’ADN. La méthode utilisée par Sanger en 1977 (prix nobel de chimie en 1980), repose sur l’utilisation de nucléotides particuliers appelés didésoxyribonucléotides, qui bloquent la synthèse d’ADN par l’ADN polymérase après leur incorporation. Ce blocage est dû à l’impossibilité qu’ont ces nucléotides à former une liaison  phosphodiester avec  un autre nucléotide en raison de l’absence du groupement hydroxyle sur le carbone 3’.
Depuis 1977, la méthode de séquençage a considérablement évolué grâce à la mise au point de séquenceurs automatiques et  de marquage des nucléotides à l’aide de fluorochromes. Elle est  devenue  aujourd’hui  une  technique  rapide  et  fiable  utilisée  fréquemment  dans  le diagnostic des maladies héréditaires. Le fragment d’ADN à séquencer (il peut s’agir par exemple d’un exon du gène d’intérêt) est obtenu par PCR puis mis en présence d’un milieu réactionnel contenant :
    Les amorces

    Les 4    désoxyribonucléotides

	Les 4 didésoxyribonucléotides (ddA, ddT, ddC, ddG) marqués chacun par un fluorochrome distinct
    Une ADN polymérase (Taq polymérase)

    Le Tampon

L’ensemble est soumis à une succession de cycles de polymérisation au cours desquels l’ADN polymérase peut, au niveau de chaque nucléotide de l’ADN matrice, incorporer un désoxyribonucléotide ou un didésoxynucléotide. Dans le cas où elle incorpore un didésoxynucléotide, la synthèse s’arrête. On obtient donc des fragments de différentes tailles qui sont ensuite dénaturés puis migrés par électrophorèse capillaire afin d’être séparés. On peut ainsi reconstituer la séquence en analysant la nature du fluorochrome terminant chacun de ces fragments néosynthétisés, du plus petit au plus grand.
Séquençage automatique :

La  détection des fragments par séquençage  automatique est basée sur  l’analyse  des fragments marqués par des molécules fluorescentes (fluorescéine, NBD (4-chloro-7- nitrobenzo-2oxa-1-diazole), rouge Texas et tétraméthylrhodamine).
Les séquenceurs automatiques possèdent un laser  infrarouge et un système de filtres tournants permettant à la fois l’excitation et l’émission des longueurs d’ondes des fluorochromes. Cette excitation provoque une émission de lumière à une longueur d’onde dépendant de la nature du fluorochrome porté par les didésoxynucléotides. Cette rotation des filtres est organisée de telle sorte qu’un fluorochrome particulier est détecté spécifiquement lors de chaque balayage par le laser du gel. Au bout de quatre  balayages successifs, un ensemble de données décrivant le contenu de chacune des pistes d’électrophorèse est ainsi obtenu. Dans la stratégie de notre étude, le séquençage automatique s’est avéré le moyen le plus précis et le plus rapide pour la recherche de nouvelles mutations.


Purification produit PCR

Il est très important de bien purifier les produits PCR en éliminant les amorces et les dNTPs non incorporés lors de la réaction, afin d’obtenir une bonne qualité d’ADN à séquencer. En effet les résultats du séquençage en dépendent.
Protocole :

  Mélanger 84ul de « DNA Binding Buffer » avec nos produits PCR.

   Mettre  le mélange dans un spine en dessous d’un tube.

   centrifugation 14000tours /1min

   premier lavage : rajouter 200ul de « DNA Wash Buffer »

   deuxième lavage : rajouter 200ul de « DNA Wash Buffer »

   centrifugation 14000tours /1min

  Ajouter 10ul d’H2O stérile dans les spines

  Incuber 5 à 10 min à une température ambiante

  Centrifuger 14000tours /1min

  Récupérer les tubes et ajouter 30ul d’H2O
Réaction de séquence :

La réaction de séquence est réalisée en utilisant le produit de purification. C’est une amplification asymétrique de l’amplicon déjà purifié avec une seule amorce et les 4 ddNTPs (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP) dont chacun est marqué par un fluorochrome émettant une couleur différente lors de l’excitation par le laser. Ainsi chacun de ces ddNTPs va donner de façon aléatoire des fragments de tailles différentes et correspondantes aux 4 couleurs spécifiques.
La réaction de séquence est effectuée par le BigDay Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Appplied Biosystems Inc). Ses constituants sont donnés dans le tableau 6, et ses conditions en tableau 7


Tableau 6: Composants de la réaction de séquence

	Composant
	Concentration
	Volume

	ADN (Produit PCR)
	35ng/ul
	3ul

	Amorce (sens ou antisens)
	1pm/ul
	0.2ul

	BigDay
	-
	2ul

	Buffer
	-
	3ul

	Eau stérile
	-
	11.8ul




Tableau 7: Conditions de la réaction de séquence.


	Etape
	Température
	Temps
	

	Dénaturation initiale
	96
	1min
	

	Dénaturation
	96
	10sec
	


27

Cycles

	Hybridation
	Tm
	10sec
	

	Elongation
	60
	4min
	

	Elongation finale
	15
	
	



Purification des produits de réaction de séquence par le Magnésil :

Les produits obtenus après une réaction de séquence vont être purifiés par le Magnesil. Les étapes  de la purification sont les suivantes :
  Déposer les produits dans une plaque

  Ajouter 180ul de Magnésil tout en agitant

  Incuber 2 min 30 sec à une température ambiante

  Agiter de nouveau

  Incuber 2 min 30 sec

  Mettre la plaque sur la barre magnétique (promega)

  Eliminer le surnageant

  Ajouter 100ul d’Ethanol 90% en agitant

  Incuber 2 min 30 sec

  Agiter de nouveau

  Incuber 2 min 30 sec

  Agiter de nouveau

  Mettre la plaque sur la barre magnétique (promega)

  Eliminer le surnageant

  Ajouter 100ul d’Ethanol 90% en agitant

  Incuber 2 min 30 sec

  Agiter de nouveau

  Incuber 2 min 30 sec

  Agiter de nouveau

  Mettre la plaque sur la barre magnétique et éliminer le surnageant

  Incuber 15min

  Ajouter 20ul de Formamide

  Incuber 5min

  Mettre la plaque sur la barre magnétique (promega)

  Récupérer le surnageant et le mettre dans la  plaque du séquenceur et on séquence par un séquenceur capillaire (ABI Prism 3130xl).
Analyse des séquences :

Les résultats obtenus sont traités par deux  logiciels : Sequencing Analysis et Seqscape
v2.5.
2.4) Génotypage :

La technique de génotypage permet de déterminer pour chaque individu les allèles correspondant au marqueur microsatellite testé .Il s'agit de   mettre en évidence une liaison génétique entre le locus morbide et les répétitions de type microsatellites entourant la région de chaque gène et dont leurs positions sur le génome sont connues.
Les marqueurs microsatellites sont amplifiés par une réaction de PCR en utilisant comme amorce les séquences uniques flanquant la répétition .Afin de distinguer des   variations de deux nucléotides, les produits de la PCR sont transférés vers le séquenceur automatique pour être analysés.
Protocole expérimental :

-    14,5 µl de formamide 95%

-    0,5 µl de tampon de lyse

-    1µl du produit de PCR

Ce mélange doit subir une étape de dénaturation de 5mn au thermocycleur à 95 °C, puis une incubation  dans  la  glace  enfin  conserver  à   -20°C  jusqu'au  transfert  au  séquenceur. Les résultats obtenus sont traités par le  logiciel GeneMapper Software version 4.0 (Applied Biosystems), il retranscrit les données enregistrées par le séquenceur automatique en calculant la taille des fragments analysés en nombre de paires de bases.
2.5) Principe de l’Analyse de liaison

L'analyse de liaison génétique consiste à étudier la co-ségrégation de deux ou plusieurs loci et à tester l'indépendance de leurs transmissions selon le principe suivant: deux locus situés sur le même chromosome et suffisamment proche l'un de l'autre sont transmis ensemble au cours de la méiose, alors que deux locus situés sur deux chromosomes différents ou sur un même chromosome mais suffisamment éloignés sont transmis indépendamment ( David.A et al;2008).
Cette notion d'indépendance ou de liaison se traduit par un taux de recombinaison ө (pourcentage des gamètes recombinés parmi l'ensemble des gamètes transmis par les parents). Pour une maladie génétique donnée, on peut déterminer sur quel chromosome se situe le gène en cause si on arrive à démontrer que le caractère morbide est lié à un marqueur génétique de localisation connue. Pour cela on détermine le génotype de chacun des membres de la famille étudiée avec des marqueurs situés le long du génome humain et on cherche la coségrégation entre le locus morbide et les allèles de ces différents marqueurs.
Dans une étude de liaison génétique, pour qu’une famille soit informative il faut qu'au moins l'un des parents soit double hétérozygote ; c'est-à-dire qu'il ait deux allèles différents aux deux loci testés afin de pouvoir distinguer lequel de deux allèles à chacun de ces loci est transmis à la descendance.
Les marqueurs microsatellites sont particulièrement très informatifs car le nombre d'allèle observés pour ces marqueurs est souvent supérieur à 4 et donc la fréquence des hétérozygotes dépasse 70 %.
On souligne aussi une autre condition pour qu’une famille soit informative ; c'est qu'elle ait

plus d'un enfant.






























Chapitre III

Résultats et Discussion
Chapitre III : Résultats et Discussion

1)     Résultats :


1.1)   Résultats de l’analyse moléculaire du gène NEUROD2 :

L’analyse moléculaire a concerné 6 patients, elle consiste a analysé par PCR puis séquençage

direct des deux exons du gène NEUROD2

Les réactions de PCR sont contrôlées sur gel d’agarose, les résultats obtenus sont présentés

par la figure 9





1     2      3     4     5     6     7

1 : produit PCR de l’individu V1
2 : produit PCR de l’individu V4
3 : produit PCR de l’individu V15
4 : produit PCR de l’individu V17
5 : produit PCR de l’individu V7
6 : Blanc
7 : Marqueur de taille












Figure 9: contrôle PCR sur gel d’agarose



Le séquençage direct n’a montré aucune variation au niveau de ce gène qui est inclue dans l’intervalle d’homozygotie identifié chez les patients


1.2)  Résultats de l’analyse moléculaire du gène SMARCE1 :

  Les marqueurs SNP :

L’analyse moléculaire a concerné 19 individus dont 6 malades elle consiste à amplifier les marqueurs SNPs par  PCR, les réactions de PCR sont contrôlées sur  gel d’agarose, puis séquençage.
Les résultats de l’analyse moléculaire ont révélé une homozygotie pour les deux marqueurs

chez touts les membres de la famille  (figure10).
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Figure 10: résultats des marqueurs SNPs  pour le gène SMARCE1
 Les marqueurs microsatellites :


L’analyse moléculaire a concerné 19 individus dont 6 malades, elle consiste à amplifier les marqueurs microsatellites par PCR en utilisant des amorces fluorescentes. Les réactions de PCR  sont  contrôlées  sur  gel  d’agarose,  puis  migration  electrophorétique  capillaire  des produits de PCR sur l’analyseur automatique pour la séparation des fragments selon leur taille, les différents fragments qui sont donc fluorescents seront détectés grâce à un système de détection par rayon laser, enfin, l’interprétation des fichiers bruts, donnée par un logiciel (GeneMapper Software version 4.0 Applied Biosystems) qui permet d’assigner un pic et une taille à chaque fragment en nombre de paires de bases. Un locus homozygote présentera un pic unique, alors qu’un locus hétérozygote présentera 2 pics avec 2 tailles différentes (figure
11).




























Figure  11 :  Pics  assignés  à  des  allèles  différents,  de  tailles  différentes,  par  le  logiciel

Genemapper
1.3) Construction des haplotypes

Le but de l’étude moléculaire est de reconstituer des génotypes et les haplotypes des différents individus testés ce qui permet de préciser la phase.
La  lecture  des  génotypes  effectués  par  le  séquenceur  nous  a  permis  de  construire  les haplotypes de chaque individu. Les haplotypes sont déterminés à partir des allèles des différents loci hérités d’un même parent. Un haplotype est constitué par plusieurs génotypes, c'est-à-dire une succession d’allèles sur plusieurs marqueurs identifiés sur le même chromosome (en cis) et dont on connait l’ordre (figure 12)
Pour chaque allèle d’un marqueur donné on a attribué un numéro. Les haplotypes obtenus

sont rapportés sur la (figure 13).










































Figure 12 : Représentation schématique de l’haplotype par rapport au génotype
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Haplotype de la branche B (III5 – IV5)

IV                                                    4                                                                  3
1        2                                                                                           1       1
1        2                                                                                           1       2
2        3                                                                                           2       3


1                          4                                                          5                             6

V


D17S1800     1       1                     1        1
D17S1814     1       2                     1        2
D17S1190     2       3                     2        3

1        1                  1       1
1        1                  1       2
2        2                  2       3


Haplotype de la branche C  (IV3 – IV4) Figure 13 : haplotype des 3 branches
2)Discussion :

Mode de transmission et consanguinité

La consanguinité est définie comme étant le résultat d’un mariage entre deux   individus apparentés (c’est-à-dire ayant un ou plusieurs ancêtres communs). Pour un descendant donné, elle est d’autant plus importante que le lien de parenté entre les parents est étroit.
L’examen de la généalogie montre un mode de transmission autosomique récessif. En effet le pedigree vérifie les conditions suivantes :
1.        La maladie atteint aussi bien le sexe masculin que le sexe féminin avec la même probabilité (le sexe ratio est 3 filles / 3 garçons).
2.        Le caractère n’apparait que dans la fratrie (pas chez les parents) : la distribution des sujets atteints au sein des généalogies est de type horizontal.
3.        La maladie n’apparait qu’à la quatrième génération souvent suite à un mariage entre

apparenté qui doivent être dans ce cas hétérozygotes.

La ségrégation mendélienne attendue dans cette catégorie de mariage est de type :

        ¼ homozygotes normaux, de génotype AA

        ½ hétérozygotes normaux, de génotype Aa

        ¼ homozygotes récessifs, c'est-à-dire atteints, de génotype aa

Avec « A » l’allèle dominant (normal) et « a » l’allèle récessif (muté).



Gène NEUROD2 :

La comparaison de la séquence du gène NEUROD2 obtenue au séquenceur avec la séquence sauvage obtenue grâce à une base de données informatique NCBI ne montre aucune variation notable, donc aucune mutation n’est identifiée.

Gène SMARCE1 :

La méthode utilisée est l’homozygotie mapping qui se base sur le fait que dans les unions consanguines, étant donné que les parents appartiennent à la même famille, si leurs enfants sont malades, c’est qu’ils sont homozygotes pour le gène délétère, et de là, pour les marqueurs proches ou à l’intérieur du gène, ces marqueurs, comme le gène délétère proviennent d’un même   ancêtre   commun.   L’homozygotie   mapping   ne   s’applique   qu’aux   maladies autosomiques récessives.
Il est important de savoir que si un marqueur polymorphe est proche du locus morbide, des

allèles identiques de ce marqueur vont être partagés par les individus atteints d’une famille et
non par les individus sains. L’analyse des marqueurs polymorphes chez les individus d’une

famille permet donc de déterminer quels marqueurs co-ségrégent avec la maladie.


  Les marqueurs du type SNP

rs15120616 et rs2293152.sont exclus des résultats du génotypage et de la construction des haplotypes car ils sont non informatifs. Les deux marqueurs sont homozygotes chez touts les parents des familles analysées. Un  marqueur est considéré comme informatif si au moins il est hétérozygote chez l’un des deux parents.
Pour réaliser une étude de liaison il faut des familles (méioses) informatives, c'est-à- dire permettant de voir s’il y a coségrégation entre le locus de la maladie et les marqueurs étudier ou non coségrégation  c'est-à-dire indépendance  (loci très éloignés d’où absence de recombinaison).
En fait l’informativité d’une famille dépend de l’hétérozygotie des parents. Ainsi, il faut qu’au moins l’un des parents soit hétérozygote pour le marqueur étudié. Par contre si les deux parents sont homozygotes, on ne peut trancher quant la transmission des allèles dans la descendance c'est-à-dire préciser l’allèle qui conségrège avec la maladie : la famille étudiée est alors considérée comme non informative. S’ils sont tous les deux hétérozygotes, leur informativité peut être bonne
Dans le cas d’une exclusion : les haplotypes des individus atteints seront différents et/ou les haplotypes des individus sains seront identiques à ceux des individus atteints.
Dans le cas d’une liaison : on trouvera une combinaison d’haplotype commune aux individus atteints, cette combinaison n’est pas présente chez les individus sains ni chez les parents. Cette combinaison peut être constituée de :
- Deux haplotypes identiques (état homozygote). Dans ce cas la maladie serait expliquée par la transmission d’une mutation sur le même chromosome portant le gène défectueux d’un ancêtre commun aux deux parents. Ce qui est le cas de la majorité des pathologies transmises selon le mode autosomique récessif.
- Deux haplotypes différents (état hétérozygotes). Dans ce cas la maladie serait due à la présence de deux mutations du gène responsable sur deux chromosomes différents ce qui est rarissime.
L’haplotype est la zone qui entoure la mutation fondatrice : tous les porteurs de la mutation fondatrice ont le même haplotype.
Les haplotypes ne sont pas toujours conservés d’une génération à l’autre. On peut observer

dans la descendance : les haplotypes parentaux et les haplotypes recombinés.
 Branche A (IV8 – IV9)

Tous les individus atteints ont un haplotype commun à l’état homozygote (haplotype bleu + haplotye vert), cette combinaison n’est pas présente chez les individus sains ni chez les parents, ce qui est en faveur d’une liaison.

 Branche B (III5 – IV5)

Tous les individus atteints ont un haplotype commun à l’état hétérozygote (haplotype bleu + haplotye vert), cette combinaison n’est pas présente chez les autres individus sains, ce qui ne nous permet pas d’exclure la liaison à cette région .On observe aussi une recombinaison pour les individus atteints V7 et V10

On remarque pour les 2 marqueurs microsatellites D17S1800 et D17S1814 que tous les individus atteints des 2 branches A (IV8 - IV9) et B (III5 – IV5) on pour chaque marqueur un haplotype commun avec la même combinaison.

 Branche C (IV3 – IV4)

On observe un haplotype commun à l’état hétérozygote (haplotype orange + haplotype vert) chez tous les individus atteints qu’on retrouve aussi chez un individu sain V6, ce qui nous permet d’exclure la liaison à cette région.


Les résultats du génotypage obtenus ne sont pas concluants, car on s’attendait à ce que tous les enfants atteints partagent le même haplotype. La DI est une maladie très hétérogène sur le plan clinique que génétique, des travaux récents ont montré une absence de liaison génétique pour plusieurs gènes du DI (Guessaibia et al. 2012) chez des familles Algériennes ce qui prouve que   cette affection est très hétérogène dans la population Algérienne. Les progrès récents de la biologie moléculaire et de la cytogénétique n’ont pas réussi à dévoiler les bases génétiques de cette pathologie malgré la puissance des technologies appliquées (Piton A et al. 2013; Najmabadi H et al. 2012) ce qui rend le diagnostic moléculaire de cette pathologie difficile.































Conclusion
Conclusion

Dans ce travail, nous nous sommes proposés de faire une étude moléculaire sur 19 individus dont 6 atteints d’une déficience intellectuelle non spécifique; ces 6 malades appartiennent à 3 branches  d’une famille Algérienne consanguine. L’étude mendélienne de la généalogie a montré un mode de transmission autosomique récessif. Les examens clinique et métabolique ainsi que les caryotypes n’ont révélé aucune anomalie.

Une étude antérieure (Chaabouni, Guessaibia et al, 2012) nous a permis de restreindre la  recherche  du  gène  candidat  dans  la  région  (17q12  -  q21.2)  qui  est  une  région d’homozygotie partagée entre les atteints. Le choix a été porté sur deux gènes NEUROD2 et SMARCE1.

Le but de cette étude a été dans un premier temps de rechercher une mutation dans le gène NEUROD2, le séquençage direct n’a montré aucune variation au niveau de ce gène.
Une étude de liaison génétique a aussi été effectuée pour le gène SMARCE1. Le génotypage a été effectué par des marqueurs microsatellites et deux marquers SNPs.
3 marqueurs microsatellites ont été choisis : D17S1800, D17S1814 et D17S1190 et deux marqueurs de types SNPs rs2293152 et rs15120616. Le génotypage a été effectué par séquenceur ABI3130 (Applied Biosystems).


Les résultats obtenus dans 2 branches de cette famille  (IV8-IV9) et  (III5 – IV5) sont en faveur d’une liaison, alors que pour la branche  (IV3-IV4) l’analyse de liaison doit être continuée  par  l’ajout  d’autres  marqueurs  microsatellites.  L’analyse  de  liaison  chez  cette famille sera approfondie par le séquençage direct du gène SMARCE1.


La déficience intellectuelle est une maladie très hétérogène sur le plan clinique que génétique dans la population Algérienne. Une analyse plus poussée d’autres familles pourrait dévoiler les bases génétiques de cette pathologie dans notre population.
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Annexes
Annexe 1




         Les conditions des réactions du PCR pour l’amplification des Primer

Neuro1 et Neuro2 pour le gène NEUROD2 sont :



Programme de la réaction du PCR (Perkin Elmer 480 ) pour le primer Neuro1

	95°C
	5 mn
	



30 cycles

	
95°C
56°C
72°C
	
30 sec
30 sec
30 sec
	

	
72°C
	
5 mn
	



Protocole expérimental :

H2O                            : 26.25 µl dNTP                          :  8 µl MgCl2                         :  7,5 µl Tompon                       :  5 µl Amorces : Oligo F        :  1 µl
Oligo R       :  1 µl
Taq polymérase           :   0,3µl






Programme de la réaction du PCR (Perkin Elmer 480 ) pour le primer Neuro2

Protocol Touch Down


	95°C
95°C
	1 min
1 min
	





13 cycles

	
65°C
72°C
95°C
	
30 sec
1 min
1 min
	

	
52°C
72°C
72°C
	
30 sec
1 min
5 min
	

30 cycles





Protocole expérimental :

H2O                            : 26.25 µl dNTP                          :  8 µl MgCl2                         :  7.5 µl Tompon                       :  5 µl Amorces : Oligo F        :  1 µl
Oligo R       :  1 µl
Taq polymérase           :   0,3µl






         Les conditions des réactions du PCR pour l’amplification des marqueurs

SNPs rs1512 et rs2293  pour le gène SMARCE1 sont :



Programme de la réaction du PCR (Perkin Elmer 480 ) pour le marqueur rs1512

	95°C
95°C
	1 min
1 min
	





13 cycles

	
65°C
72°C
95°C
	
30 sec
1 min
1 min
	

	
52°C
72°C
72°C
	
30 sec
1 min
5 min
	

30 cycles



Protocole expérimental :

H2O                            : 34,7 µl dNTP                          :  4 µl MgCl2                         :  2,5 µl Tompon                       :  5 µl Amorces : Oligo F        :  1 µl
Oligo R       :  1 µl Taq polymérase           :   0,3µl ADN                           :   1,5 µl


Programme de la réaction du PCR (Perkin Elmer 480 ) pour le marqueur rs2293

	95°C
95°C
	1 min
1 min
	





13 cycles

	
65°C
72°C
95°C
	
30 sec
1 min
1 min
	

	
52°C
72°C
72°C
	
30 sec
1 min
5 min
	

30 cycles







Protocole expérimental :

H2O                            : 34,7 µl dNTP                          :  4 µl MgCl2                         :  2,5 µl Tompon                       :  5 µl Amorces : Oligo F        :  1 µl
Oligo R       :  1 µl Taq polymérase           :   0,3µl ADN                           :   1,5 µl




         Les conditions des réactions du PCR pour l’amplification des marqueurs

D17S1800, D17S1814 et D17S1190  pour le gène SMARCE1 sont :



Programme de la réaction du PCR (Perkin Elmer 480 ) pour le marqueur D17S1800

	95°C
95°C
	1 min
1 min
	





13 cycles

	
65°C
72°C
95°C
	
30 sec
1 min
1 min
	

	
52°C
72°C
72°C
	
30 sec
1 min
5 min
	

30 cycles





Protocole expérimental :

H2O                            : 28 µl dNTP                          :  8 µl MgCl2                         :  5 µl Tompon                       :  5 µl Amorces : Oligo F        :  1 µl
Oligo R       :  1 µl Taq polymérase           :   0,3µl ADN                           :   1,5 µl

Programme de la réaction du PCR (Perkin Elmer 480 ) pour le marqueur D17S1814

	95°C
95°C
	1 min
1 min
	





13 cycles

	
65°C
72°C
95°C
	
30 sec
1 min
1 min
	

	
52°C
72°C
72°C
	
30 sec
1 min
5 min
	

30 cycles



Protocole expérimental :

H2O                            : 28.25 µl dNTP                          :  8 µl MgCl2                         :  7,5 µl Tompon                       :  5 µl Amorces : Oligo F     :  0.5 µl
Oligo R      :  0.5µl Taq polymérase           :   0,3µl ADN                           :   1,5 µl



Programme de la réaction du PCR (Perkin Elmer 480 ) pour le marqueur D17S1190

	95°C
95°C
	1 min
1 min
	





13 cycles

	
65°C
72°C
95°C
	
30 sec
1 min
1 min
	

	
52°C
72°C
72°C
	
30 sec
1 min
5 min
	

30 cycles




Protocole expérimental :

H2O                            : 28.25 µl dNTP                          :  8 µl MgCl2                         :  4 µl Tompon                       :  5 µl Amorces : Oligo F        :  1 µl
Oligo R       :  1 µl Taq polymérase           :   0,3µl ADN                           :   1,5 µl



Annexe 2



TBE 10X :
Tris base :……………………………… 108 g
Acide borique :………………………….55 g
EDTA :…………………………………8,3 g

Bleu de contrôle sur gel :

Bleu de bromophénol : …………………25 mg Xylène glycérol :………………………...25 mg Glycérol :………………………………..30 ml H2O(qsp) :………………………………100ml

TE( Tris EDTA)

Tris :………………………………. 24,23 g. EDTA:……………………………...15,61g. H2O:………………………………..1000ml.
On ajuste le pH à 8,puis on autoclave  et on garde la solution à température ambiante.
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