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L'ataxie cérébelleuse
de I’American Staffordshire Terrier :
une ¢éroide-lipofuscinose neuronale
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Une ataxie cérébelleuse chez
I’American Staffordshire Terrier

¢ Histoire

- décrite en France et
aux USA, olby ef al. JVim (2004)

* Description
- ataxie
- hypermétrie

- tremblements intentionnels

- nystagmus
- proprioception normale Chien ataxique de 6 ans
- 1er signes : 3-5 ans (2-9 ans)

- incurable
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Diagnostic et analyses histologiques

Diagnostic
* Scanner non informatif
* IRM
Histologie
* Disparition des cellules de Purkinje

* Ac«umulation de céroide-lipofuscine dans les cellules de Purkinje et les
neurones du thalamus
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= Une Céroide-Lipofuscinose Neuronale (NCL) -2 ENVA Wmm

Les céroides-lipofuscinoses neuronales

Les NCLs humaines :

- maladies neurodégénératives affectant principalement les enfants
- perte progressive de la vue, détérioration des capacités mentales et motrices,
épilepsie, décés prématuré
- autosomicques récessives
- accumulation intracellulaire d’un matériel de stockage autofluorescent
- rare formes adultes appelées maladie de Kufs, dominantes ou récessives
- 10 types génétiques de NCLs
- CLN1-3, CLN5-8, CLN10 caractérisés au niveav moléculaire

- CLN4 (maladie de Kufs) et CLN9 : loci non identifiés
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Les céroides-lipofuscinoses neuronales

o L

CINT  Infantile, juvénile, PPT1, palmitoyl protein thioesterase = Enzyme lysosomiale
adulte

CIN2 Infantile, juvénile TPP1, tripeptidyl peptidase 1 Enzyme lysosomiale

CIN3  Juvénile CLN3 Lysosomal, transmembrane protein

CIN4  Adulte ? ?

CIN5  Infantile CLN5 Lysosomiale, soluble

CIN6 Infantile CLN6 Réticulum endoplasmique, protéine
transmembranaire

CIN7  Infantile MFS8, MFS facilitator family Lysosomiale, protéine
transmembranaire

CIN8 Infantile CLN8 Réticulum endoplasmique, protéine
transmembranaire

CIN9  Juvénile ? ?

CINT0 Infantile CISD, cathepsin D Lysosomiale, multiples fonctions

D’aprés Jalanko & Braulke, BBA 1793 (2009): 697-709. e E nv& | W INRA
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Génétique de la NCL des chiens Am. Staff.
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Constitution de deux cohortes de chiens = ,ﬂ . &

* 138 chiens ataxiques francais et américains, 181 controles
* Transmission autosomicque récessive
* Pénétrance augmentant avec I'dage

* Expressivité variable




Cribluge du génome

Analyse de liaison chez 48 chiens américains, 315 marqueurs MSS2, (FH2263-CAP09S) Zmax=9.4
Etude d’uassociation chez 77 chiens francais, 247 marqueurs MSS2, ABCA5-SNP p=1.1 x 1015
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Analyse de liaison et étude d’association :

=> une unique région sur CFA09 ('ﬁ% Env& W m

Cartographie fine du locus de NCL

Utilisation de la puce Illumina Infinium CanineSNP170 (LUPA) pour génotyper 12 chiens ataxiques
et 10 contréles

Six SNPs polymorphes sélectionnés pour génotyper les 77 chiens francais

FH2263 linkage interval CAPDOS
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= Une région candidate de 1039 kb E:) EHVEWW




Génes et transcrits de la région candidate
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Position en Mb Geéne Description
18.18 ARSG Arylsulfatase G
18.24 WiIPI1 WD repeat domain, phosphoinositide interacting 1
18.31 PRKAR1A Protein kinase, cAMP-dependent, regulatory, type |, alpha
18.33 FAM20A Family with sequence similarity 20, member A
18.43 LOC610988 | Similar to 60S ribosomal protein L23a
18.44 LOC610995 | None
18.55 ABCAS8 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 8
18.57 ué6 U6 spliceosomal RNA
18.64 ABCA9 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 9
18.72 ABCA6 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 6
18.85 ABCAS ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 5
18.97 MAP2K6 Mitogen-activated protein kinase kinase 6

Expression des genes de la région candidate
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Expression chez la souris

et homme

Expression <hez le chien

(par RT-PCR)
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| Pas d’expression dans le rein |

— Séquencage des exons et des jonctions intron-exon de 3 génes candidats :

- MAP2K6 : pas de polymorphisme
- ABCAS5 : 3 SNPs synonymes dans les exons 14, 17 et 36 (ABCA5-SNP)

- ARSG : un SNP non synonyme dans |’exon 2 (¢.296G>A)
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Un SNP dans le géene de I'arylsulfatase 6

Brevet n° 08305372.8-2403

Mot zlinique d2s chiens Noy Apenrtde ML
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Chiens sans statut clinique Autres races (1-8 chiens)
Race G/G G/A A/A Berger Allemand
Berger Belge
American Staffordshire Terrier 66,3 % (n=65) 29,6 % (n=29) 4,1 % (n=4) Labrador Retrlev.er
Jack Russel Terrier
; : o/ (n= Barzoi
Staffordshire Bull Terrier 100 % (n=22) 0 0 )
Bouledogue Frangais
Bulldog Américain 100 % (n=18) 0 0 Dogo Argentino
- Dalmatien
Bull Terrier 100 % (n=139) 0 0 Montagne des Pyrénées
Bull Terrier miniature 100 % (n=33) 0 0 Drahthaar
Rottweiler
Bullmastiff 100 % (n=23) 0 0 Golden Retriever
- 5 Schnauzer
Mastiff 100 % (n=31) 0 0 Australian Cattle Dog
Boxer 100 % (n=159) 0 0 Berger de Podhale
Beagle
Bulldog Anglais 100 % (n=82) 0 0 Shar Pei
Léonberg
Plus de 500 chiens non AST génotypés Bichon ...

= La transition G - A dans I’exon 2 provoque une substitution R99H dans I’ARSG

R99 : un acide aminé tres

conserve

99
*

£ ac
Ceniie 8IS AASINCEPSRALL _TGRLG  RAEGY =="1 | [{= === 99
Feme  ARAS  ANETCEPARNALLTCRLOI RYECV--TRH-——- -7 . e R i : !
ay OB ANGICEPSRASGL_-TORLG. RABV==1LH===~~ b ¥ LTS e
Gallus Ak AASICEPSRAGL_.TORLGY RABY-=1LH=-==-~ 2 v R LT
Pz ERAA PAITCIPERAET TGRVAT RYGV-=TFH-—e-- = -

i Wesb

AAFLCEPARNLLTCRLPV RNCGEYTTEIANAAY
Coauan Sai-% v

AUGACEPSRAELU _TGRLP_RLGL !
ANILCEPSRALAL.TGRIA- R EBL-==kKl3i 0!

LR F) AL '

Eeme ARAMN PUELCTPARNALLTCRLDVRMON--YD(O- e - W & =7
Fe ARAE -GTTL.CTPARACT. TCRYD) " RTOT mmemm e = CHAT =
oo SIG AGFLCTPSRAAUHTORIPY R S0t -=f50WE : e
Fre  RRAD AATT.CTPERAEF TCGRYST R -GN --"108 S
Free EFAR AAALCTPRRALF TGRVPV RGN --

Ecne NFEP ANELCEPSRENLFZTGRYPIR =0

* Substitution R99H chez les chiens atteints de NCL

*mides aminés conservés, du site catalytique des arylsulfatases

TGRL ' R MG

TGRL ™ @ MGH
TGRL - WHGH
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L'arylsulfatase G : une sulfatase lysosomiale

ARSC
—..-— ARSD
ARSF (adivite?)

Cellule

Lysosomes

ARSA ARSH
—=""1" ARSB ARS)
ARSG ARSK @
o Miliev
(_ARSI? extracellulaire

,
/
,

Substrats endogénes des ARS : sulfatides (ARSA), chondroitine & héparane sulfates (ARSB)
Substrats artificiels des ARS : petits substrats aryle tels que le pNCS (p-nitrocatechol sulfate)
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Activité arylsulfatase G en cellules

Validation des vecteurs d’expression @\‘50 293T cells
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Activité arylsulfatase chez les chiens

L'activité arylsulfatase (pnitrocatecholsulfate) dans les lymphocytes est réduite

chez les chiens atteints de NCL
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NCL : chien atteint de NCL

La baisse d’activité de I’arylsulfatase chez les chiens atteints de NCL confirme que le SNP

¢.296G>A identifié dans ARSG est lu mutation causale de la NCL
= Enva i v

ARSG : un candidat pour les NCLs humaines adultes

Maladie de Kufs :
- Pas de déficit visuel
- Symptomes majeurs :
- type A: épilepsie, ataxie et dysarthrie

- type B: démence

- type mixte
- Accumulation de matériel PAS-positif dans les neurones

- Sporadique, autosomique récessive ou dominante
- Etiologie moléculaire inconnue
Deux modéles animaux :

- Terrier Tibétain

- American Staffordshire Terrier

Activité ARSG chez les patients Kufs ?
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Maladies de stockage : un lien entre les sulfatases
& et les protéines CLN ?

Cellule RE

Lysosomes

Golgi} o~ se

.

Endosomes tardifs

Sulfatases lysosomiules et muladies de stodkage ARS non lysosontidles et avires maladies
+ lduronate 2-sulfutase s mucopolysaccharidose type + ARSC : RE, ichthyose liée & X
+ Heparan N-sulfatase : musopolysaccharidose type A + ARSE : Golgi, chondrodysplasia pundata

+ Glucosumine 6-sulfuluse : mucopolysaccharidose type D
< Galactosamine 6-sulfatase : musopolysacchoridose type IVA
+ ARSA : leucodystrophie métachromatique

< ARSB : mucopalysacaridose type Vi

<+ ARSG s NCL chez le chien 'HDE Emfé . MW M

Arylsulfatase G et pathogénie des NCLs
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Accumulation de
protéines toxiques

Dysfonction
cellulaire
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Avtophagie altérée ]
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Dégiits cellulaires, stress oxydatif
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D’aprés Bellettato & Scarpa, J Inherit Metab Dis 33 (2010): 347-62. IHDL" Enﬂy& . W m




ARSG chez le chien et 'homme

Lysosomes
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