UNITE DE GENETIQUE MEDICALE
UNIVERSITE SAINT-JOSEPH

Du malade au gene:
aléas de la recherche appliquée

Eliane CHOUERY KHOURY f

Journées de la recherche a I’USJ

La publication académique: moyens et enjeux
03 fevrier 2011

fl‘



Génetique humaine: état des lieux

‘10 000 maladies identifiees ‘

120 000 génes estimés
g E E E E E E E E E E ~ 2000 genes localiseés

|~7 072 génes identifiés

13 14 15 16 17 18 19 20

“Connecting phenotype with genotype is the fundamental aim of genetics”



L’Unité de Génétique Médicale (UGM)




Le mariage entre apparentes

* Fréguence accrue de maladies genetiques
» Apparition de maladies rares et « privees »
* Niveau elevé de morbidité et de mortalité en bas age

57,7% en Arabie Saoudite
54,4% au Koweit

51,25% en Jordanie

50,5% aux Emirats Arabes Unis
33% en Egypte

33% en Syrie

25% au Liban

T'as pas regu mon Email ?2...



La DNAtheque de I’'UGM

ADNs des patients atteints de maladies héréditaires rares
et de leurs apparentés

Identifier le gene responsable de la maladie en question
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Génetique humaine: état des lieux

‘10 000 maladies identifiees ‘

120 000 génes estimés

1651 genes localises

| ~7 072 génes identifiés
E ]

‘ 30 genes identifiés par '’'UGM ‘




Patients atteints de maladies héréditaires

1- Gene Connu 2- Géne Inconnu

4

ADN du patient
Tester le gene en question

|

Identifier la mutation

4 4

Mutation connue Nouvelle mutation

4 4

Donner le résultat Publier la mutation
+

Conseil genétique
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Page d"accueil Archives

Volume en cours : Volume 1 - 2010

Editorial

Revue

Lettre a l'éditeur
Nouvelle

Avril 2010

A propos de RMGH

Recommandations aux auteurs

REVUE MEDITERRANEENNE

1 ? RM G H . 0 RG DE GENETIQUE HUMAINE

Soumission electronique Contacts

nom d'utilisatenr
{mot de passe)]

Inscription a la lettre d'information

n Recherche

n Recommandations aux experts




Patients atteints de maladies héréditaires

Gene Connu Geéne Inconnu

1l !

ADN du patient ADNS d fionts/ .
Tester le gene en gquestion > Q€S patientsiapparenies.
parents, germains et collatéraux

Identifier la mutation . 1 . .
Localiser puis identifier le gene

g 4 g

Mutation connue  Nouvelle mutation Publier le géne
Donner le résultat Publier la mutation
+

Conseil génetique



Trois familles étudiées
Trois genes identifies

Syndrome de Waardenbu rg-anophtalmial
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syndrome d’ Es’cobar Leucodystrophie et Oligodontiel




Localisation et identification du gene CHRNG
responsable du syndrome d’Escobar




e syndrome d’Escobar

o0 Une maladie rare autosomique récessive

0 De gros plis de la peau ou pterygium multiples
Une déformation faciale importante
Une arthrogrypose
Une scoliose -




Les familles libanaises d’Escobar




Localisation du gene d’Escobar

2005 : Plusieurs régions candidates / famille

Une région en commun sur le chromosome 2
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La region candidate

Fefieq Gehes
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La region candidate

GENATLAS 22575 genes [ 4630 phenotypes / 93935 citations — -
Université René Dlescartes - Pans » release Wed 10 Nov 2010 contact h:alp

full search

criteria

Expression from Genatlas

link) Pogition (hp) Name citations
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172.234.044 ifa.mjl‘,-' with sequence similarity 130, member A2
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TN | . Respiratory , lung
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| |sp2s1m1 | 171.889.978
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chr?musume L Nervous |, Arain
friien |7sex24 171956249 sodium channel, voltage-gated, type IL, alphaisoform 1 |* o= 7
SCN2. 71.956.2 50 channel, voltage-gated, tvpe 11, aisoform i Kk
. Bespiratory , Jung
~ |3D2S1696E | 172.173.829
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Localisation et Identification du gene d’Escobar

Fin 2005 :

Equipe allemande: Recherche des familles atteintes d’Escobar
UGM: Pourquoi faire?

Equipe allemande: ldentifier le gene responsable de cette maladie
UGM: Nous avons déja la localisation

Equipe allemande: nous aussi!



Localisation et Identification du gene d’Escobar

Allemagne, Liban, Oman, Turquie et la Suisse
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Identification du gene CHRNG responsable du syndrome
d’Escobar

ARTICLE

Escobar Syndrome Is a Prenatal Myasthenia Caused by Disruption
of the Acetylcholine Receptor Fetal v Subunit

Katrin Hoffmann, Juliane 5. Miiller, Sigmar Stricker, Andre Megarbane, Anna Rajab,

Tom H. Lindner, Monika Cohen, Eliane Chouery, Lynn Adaimy, Ismat Ghanem, Valerie Delague,
Eugen Boltshauser, Beril Talim, Rita Horvath, Peter N. Robinson, Hanns Lochmiiller,

Christoph Hibner, and 5tefan Mundlos

The American Jounal of Human Genetics Volume 79 August 2006
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1t Take Home Message

Parfois le choix de collaborer peut aboutir a des resultats
rapides et a des publications internationales de tres haut
niveau.

Mais il faut aussi savoir défendre internationalement le
nom de ’'UGM




Localisation et identification du gene ****
responsable du
syndrome associant Leucodystrophie et Oligodontie




Les leucodystrophies

Maladies héreditaires orphelines affectant la substance blanche du cerveau

» Une période de développement normal
 Des signes neurologiques progressifs
(troubles des fonctions intellectuelles, sensorielles, motrices, et équilibre)

demdiites MEURONE

Paralysie totale, cécite, surdité,
impossibilite de parler et de s'alimenter




L’oligodontie

Anomalie du nombre des dents




La famille atteinte d’une
leucodystrophie associée a une oligodontie
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2003 : Localisation du gene
a I’aide de STR

Deux régions candidates chez la lere branche de
la famille

E % E% E g D8S285 en 8pl2-ql12.2
entre D8S505 et D8S260

E D10S1686 en 10922.1-23.33
ﬁ entre D10S537 et D10S185
X Y

1ére ; " 2
branche-. * & meee L omEILLL



2003 : Localisation du gene
a I’aide de STR

Geénotypage des marqueurs D85285 et D1051686

pour les ADNSs de la 2eme branche de la famille

D8S285
entre DZ550

i 2 3 4 5 & T 8 9 10 11 12
13 14 15 16 17 18 19 20 2H 22 X ¥

D10S1686
entre D

422.1-23.33
7 et D10S185

Exclusion des deux zones

lére @
branche -




2007: Localisation du gene
a I’aide de SNP

Figure 1: GeneChip® Mapping Assay Overview.

Genomic DNA (250 ng) RE Digestion

> (]
3 } ¥ [
Xbha xba xba Adapter

PCR: One Primer Ligation ¥
Amplification

Ciumplexity
Reduction

Hybridization

W bridizat
Fragmentation ﬂ. %E‘ 2 as
and End-Labeling ﬂmjjﬁ- L ..

Puce de genotypage Affymetrix: GeneChip Mapping Nspl,
260 000 SNPs



2007 : Localisation du gene
a I’aide de SNP

|

rs927452 (81,642,246)
D10S1686 (85,456,281-85,656,566)

D10S185 (95,178,512 pb)

Sélection d’une zone d’homozygotie
de 8,7 Mb en 10922




La region candidate

FEefIeq Genes

COHES Ml CoOCiBaA o My0zi | ADK B Cloorril st oGS M MI1z1
coH2s HEH 0ITs | FUT11 | MrsT4 KCHMAT HHE FFIF |
CleorFE4 | FLARGIZE | HOSTZ ) DUFDY | koHnA T HHE ICCHC24 N
FzAF | F4HAL [}  FLAU| DUSFLS | FOLRSA | EIFSALL |
PzAF | FaHAL WoL Ml DUSFLS | RPS24 | SFTFAZ |
FzAF | MUOT15 | YoL Ml DUSFLS | RFZ24 | SFTPFAEE |
CHETD ] Eco | ML § DUSELS | SFTrEALD |
SFOCKE | ECO]  AFSML SAMDS SFTFAL |
SFOCKE | ECO | A HEE-HH SFTFAZ |
AL Y ECO B YORCE | SFTFAZE |
C1aorfl 64 {  DOHAJCD COMTO | SFTFALE |
OOIT4| MRFS1E | ZHFS &3 | SFTFAL |

DHRJELZ |  TTCLE
DHAJEL =2 AMERT
05 CEARAL hﬂq AMEAT
— FAM143E1 ]
ZMTHOLT |
FEFICE I
USFS4 |
SYMFO2L |
SYMFOZL |
SEC24E |
SECE4C |
CHCHOL |
KIRA®ILS |
cAMEaE |
CAMKAG ||
CAMKAG ||
CAMKAG ||
CAMKAG



e séquencage de genes candidats
exprimés au niveau du cerveau et du SNC

Refseq Gehnes
COH23 | CoociBan H MrOz1 |::1|a-:-r~+'11 = M MIZ1
COH23 HEH . EL ; cHrAT He FFIF|
CcleorfFE4 | ST ) AT H4 ocHC2d |

PzAF | PR Lr3A | EIFSALL
PeAF | F'4HF|1| RFZ24 | EFTFAZ |
A | MUDT1% | RFZ04| SFTFFAZE |
1l eco | EFTEALD |
SFOCKZ | ECD | EFTFAL |
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AsCCl ECD N ZFTFAZE |
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DHAJEL 2 AMEAT
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FRFICE I -t r1 r1  ri-ri- -
UEFS4 K L1-T77 11
SYMFO2L | g N , . N
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\
SEC24C | \ - b 4 /
com |\ Aucune variation de séquence
KIAABS1S | ~do 4T
at T TE=Ie | -1 Y R
CAMKAG ] Tr4+-1 1 1l L1 td-+ T
CAMKAS || -
CAMKAG |

CAMKIG !




2009: Identification d’une variation
Intronique

EefIedq Genes
COH2S M| CoOciBan ] Myozi |::1|a-:.r~+'11 MI1z1

COH2E HEM 01vs ] E FFIF |
cieorFEd | ocHC24 |
PEAF | EIFSALL |
PEAF | F4HAL RPS24 | SFTFAZ |
o U | MUDT13 | RFE24 | SFTFRZE |
| eco | SFTRALD |
SFOCKE I EcO | SFTFAL |
SFOCKS | Eco || SFTFAZ |
AZCCL Y ECO EFTFAZE |
Claarflad | OHAAZS | SFTFALE |
ODIT4| MRPSLE | SFTFAL |

DHAJELZ2] TTCiE )
DHAJELZ AREAY
CEARAL hﬂq AMEAT
FAM149E1 |
ZMTHOLT )
FFIEESi‘ﬂ eme .
E'r'l"-IF"I:IEL| 17 gene ???
TYHFO2L |
SECI4C |
SEC24C |
CHCHDL |
KIRAA®S1S |
=lplyla=icl |
CAMKAG ]
CAMKAG ]
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Identification du gene

2010 :

Equipe canadienne: Collaboration pour identifier le gene
UGM: Nous I’avons déeja

Equipe canadienne : Nous aussi!!!

UGM: Pourquoi vous voulez collaborer?

Equipe canadienne : Nous voulons s’assurer

UGM: C’est quel gene?

Equipe canadienne : c’est le gene ****
UGM: Oui c’est vrai!!!

Equipe canadienne-UGM: COLLABORONS ALORS!!!!



Travall fonctionnel

Canada, Liban et la France

1- Recenser d’autres familles

Tests fonctionnels


http://fazia.in2p3.fr/images/collaboration.gif

2"d Take Home Message

Nous sommes limités par les techniques et les lieux mal
adaptes

Aire de la protéomique : Faire évoluer a I’USJ la
recherche sur le protéome




Localisation et identification du gene SMOC1
responsable du
syndrome de Waardenburg-anophtalmia




e syndrome de Waardenburg-anophtalmia

o0 Une maladie rare autosomique recessive

o Anomalies oculaires
o Anomalies des membres



|a famille libanaise




Localisation et Identification du gene

2005 :
[ | i‘-‘ Equipe japonaise: Recherche de familles atteintes du syndrome de
\ <. Waardenburg-anophtalmia
A== UGM: Pourquoi faire?
Equipe japonaise: ldentifier le gene responsable de cette maladie
UGM: Nous avons une famille
Equipe japonaise: nous avons 3 familles
" UGM: Nous sommes d’accord pour collaborer
@J Début 2010 :
\9 Equipe japonaise: Nous avons identifié le gene
o 1 5, Juin 2010 :
ﬁgg i Equipe Suisse: Recherche de familles atteintes du syndrome de
At Waardenburg-anophtalmia

UGM: Nous avons identifié le gene

Equipe Suisse: C’est quel gene?

UGM: Nous sommes désolés mais on ne peut pas vous dire
Equipe Suisse: Mais nous avons aussi le gene!

Equipe Suisse-UGM: BONNE CHANCE POUR LES 2 EQUIPES



http://farm4.static.flickr.com/3628/3496696150_1de044253c.jpg
http://farm4.static.flickr.com/3628/3496696150_1de044253c.jpg

Localisation et Identification du gene

Juin 2010 :

UGM: Il faut se dépécher
Equipe japonaise : Nous finissons les tests fonctionnels
Nous publions bientot

@.
CF
<2

[] Mutations in the SPARC-related modular calcium-binding protein 1 gene. SMOC1 . cause waardenburg

1.

_h.:l

anophthalmia syndrome
Abouzeid H, Boisset G, Favez T, Youssef M, Marzouk |, Shakankiry M. Bayoumi M, Descombes P, Agosti C.
Munier FL, Schorgdecei

Am J Hum Gene 2011 Jan 7,88(11:92-5) Epul 2010 Dec 20,
PMID: 21194680 [ i :
Related citations

SMOCT is essential for ocular and limb development in humans and mice

Okada |, Hamanoue H, Terada K, Tohma T, Megarbane A, Chouery E. Abou-Ghoch J. Jalkh N, Cogulu O,
Ozkinay F. Horie K, Takeda J, Furuichi T, lkegawa S, Nishivama K. Miyvatake S, Nishimura A, Mizuguchi T.
Milkawa N, Hirahara F, Kaname T, Yoshiura K, Tsurusaki Y, Doi H, Miyake N, Furukawa T, Matsumoto N,
Saitsu H.
Am J Hum Genel\ 2011 Jan 7:88(1):30-
PMID: 21194678 [PubRret=—trprorTess)
Related citations

.Epub 2010 Dec 30.




3"dTake Home Message

La recherche est passionnante mais les chemins
suivis reservent parfois des surprises et souvent
des difficultes qu’il faut savoir surmonter pour
aboutir a des résultats!
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