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Sclérose tubéreuse de Bourneville (STB)

= Epidémiologie W@ o
Incidence: 1/6.000 - 1/10.000 naissances vivantes ._;. , ramatomas
Northrup, Pediat Neurol 2021 Qral Fibroms ,
N HEART
Préevalence: 1/20.000 - 1/100.000 mdomons
Orphanet, 2021 aduls
€9 (=

Variabilité clinique extréme

O

Pénétrance, sévérité, age d’apparition / |

Inter- / intrafamiliale |

Angio%:uroma
= Autosomique dominant
TSC2
- 16p13.3
m 2genes: TSCT1 et TSC2 rubetne S &
Vitale et al., 2023 C [H U

ANGERS

CENTRE HOSPITALIER
2 UNIVERSITAIRE

TSC1
<+ 9g34.13
9 Hamartine 16



Sclérose tubéreuse de Bourneville (STB)
Physiopathologie

_—
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Prolifération cellulaire
Syntheése protéique
Plasticité synaptique
Activité neuronale
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Adapté de Jozwiak, Lancet Oncol. 2008



\ Sclérose tubéreuse de Bourneville (STB)
\\Physiopathologie

Prolifération cellulaire
Syntheése protéique
Plasticité synaptique
Activité neuronale
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Adapté de Jozwiak, Lancet Oncol. 2008




Sclérose tubéreuse de Bourneville (STB)
Physiopathologie

AMP

Reprogrammation métabolique

#y T ST e . . . ;
P /mmam % / » impliquant la mitochondrie
/ \ /

Protein synthesis,
ribosome cytoskeletal organization

biogenesis,
ANGERS

nutrient transport
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Adapté de Jozwiak, Lancet Oncol. 2008 Développement, morphologie et
Curatolo, Specchio et Aronica, 2022 fonction du réseau neuronal



%, Sclérose tubéreuse de Bourneville (STB)

%
. Criteres diagnostiques
e
Dlaghostic triteria Diagnostic définitif

Major Criteria Minor Criteria e >2cCn téres m ajeu rs
Hypomelanotic macules (>3; at least 5 mm “Confetti” skin lesions Ou

diameter) ol N . ol N .
Angiofibroma (>3) or fibrous cephalic plaque Dental enamel pits (>3) ° 2 criteres mineurs + 1 critere majeur
Ungual fibromas (>2) Intraoral fibromas (>2)
Shagreen patch Retinal achromic patch . . .
Multiple retinal hamartomas Multiple renal cysts D]agno.St‘lC poss.lble
Multiple cortical tubers and/or radial migration Nonrenal hamartomas . 1 critere maJeur

lines Ou
Subependymal nodule (>2) Sclerotic bone lesions . .
Subependymal giant cell astrocytoma e > 2 criteres mineurs
Cardiac rhabdomyoma
LAM’

Angiomyolipomas (>2)°

Abbreviations:
LAM = Lymphangiomyomatosis
TSC = Tuberous sclerosis complex
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Sclérose tubéreuse de Bourneville (STB)
Clinique hors critéres diagnostiques

m Epilepsie (~70-90%) Vitale etal., 2023

Début < 2 ans

Précurseur: anomalies
EEG

Pharmacorésistante
(40%) Nabbout et al., 2021

Pronostic neurocognitif

« TSC-associated neuropsychiatric disorders

(TAN D )xed Neuropsyf hiatric Djs,

I'de

* Aggression

* Temper tantrums

* Anxiety

* Depressed mood

* Self-injury

* [nattention

* Hyperactivity

* Impulsivity

* Language delay

* Poor eye contact

* Repetitive
behaviours

* Sleep problems

BEHAVIOURAL

® Autism spectrum

disorder 21()/)
* ADHD 19%

* Anxiety disorder

* Depressive
disorder

PSYCHIATRIC

¢ |ntellectual
disabitty DO

* Uneven intellectual
profiles

INTELLECTUAL

* Reading
* Writing
* Spelling
* Mathematics

ACADEMIC

* Sustained
attention

¢ Dual-tasking

* Attentional
switching

* Memory recall

* Spatial working
memory

* Cognitive
flexibility

NEUROPSYCHOLOGICAL

¢ Self-esteem
» Self-efficacy
* Parental stress

* Relationship
difficulties

PSYCHOSOCIAL

Northrup, Pediat Neurol 2021

© Prof Petrus J de Vries

de Vries, Orphanet J Rare Dis. 2018
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Epilepsie dans la STB: traitements

Atypical connectivity
mTORi (ongoing trials; eg,
Atypical NCT01730209)
synaptogenesis l
LT;W —»| mlORactivation - B Intellectual disability, autism »

Atypical
neurctransmission

£ l EEG epileptiform Epileptic seizures

abnormalities
.5 501 Disruption in
dendritic spines
VGB (EpiSTOP)™ mTORi (EXIST-3)®
o A S A — rEn - r]
Prenatal Birth 6-12 months Infancy

Curatolo, Specchio et Aronica, 2022
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~._  Epilepsie dans la STB: traitements

m Vigabatrine (Inhibiteur GABA)
Efficace pour controler les spasmes infantiles (Kotulska et al., 2021 ; Bebin et al., 2023)

Cependant, ces deux essais n‘ont pas montré que le traitement préventif améliorait les résultats
neurocognitifs a l'age de 24 mois (Henske et al., 2016 ; De Ridder et al., 2021 ; Nabbout et al., 2021)

m Thérapies ciblées sur les inhibiteurs de mTOR, comme [’évérolimus et la rapamycine
Réduisant la fréquence des crises focales, en particulier chez les enfants de moins de six ans

Diminuant la taille des hamartomes associés, y compris l'astrocytome sous-épendymaire a cellules
géantes (Henske et al., 2016 ; Nabbout et al., 2021)

L'évérolimus, en particulier, a démontré des effets a long terme sur l'épilepsie et la croissance chez
les enfants de moins de trois ans (Henske et al., 2016 ; Canevini et al., 2018).
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~._  Epilepsie dans la STB: traitements

m Actuellement, il existe des options limitées pour traiter les crises résistantes aux
médicaments chez les personnes atteintes de SCT (Vitale et al, 2023)

Le cannabidiol (Modulateur des récepteurs cannabinoides), utilisé comme adjuvant
Le régime cétogene, utilisé comme thérapie adjuvante

Les interventions chirurgicales
 La résection des tubercules épileptogenes
» Les procédures de déconnexion

e La stimulation du nerf vagal impliquant limplantation d'un dispositif pour stimuler le nerf vague (Henske et
al., 2016)

EEEEEEEEEEEEEEEEE
IIIIIIIIIIIII



~._ Epilepsie dans la STB: traitements

= Malgré ces nouvelles approches pour traiter ['épilepsie, environ 40 % des patients épileptiques
atteints de STB présentent une épilepsie focale pharmacorésistante (Nabbout et al., 2021)

= Des essais cliniques sont en cours ciblant d'autres voies avec des molécules telles que
La Ganaxolone (stéroides neuroactifs avec effets modulateurs sur les récepteurs GABAA)

Le Basimglurant (modulateur allostérique négatif du mGIuR5)

Le LP352/bexicaserin (superagoniste sélectif du récepteur 5-HT2C)
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La mitochondrie
Un organite aux multiples fonctions

m Organelle ubiquitaire
= Centrale énergéetique de la cellule

Détoxification O,

Métabolisme ROS, 02 « sensing » Biosyntheses
Energétiqug{ T / métaboliques
Equilibres — ———p Thermogenese

redox

0\ 1 4
Outer membrane 7 \_ )

Inner membrane 7

RN

Signalisations

intracellulaires - )
CHU

ANGERS

RRRRRRRRRRRRRRRRR

Illustration adaptée de https://www.genome.gov/ uvniveasitazae

Apoptose



La mitochondrie
Une double origine génétique

IO

1200001 X
W N

ADN mitochondrial (ADNmt) ADN nucléaire (ADNN)

37 génes > 1600 genes
« OXPHOS (13 proteines) OXPHOS
e Expression de ’ADNmt (2 T W P Aplicati '
ARNF et 22 ARNt) M PROTEQME / l’Esﬁ:Lctatmn et expression de
> 1600 protéines Dynamique mitochondriale

Biogénese
Voies métaboliques

- La majorité des composants mitochondriaux est codée par les génes nucléaires, )
synthétisée dans le cytosol et importée dans la mitochondrie C rH U

Mitomap - www.mitomap.org/MITOMAP Mitocarta 2.0 - www.broadinstitute.org - Calvo, S.E., et al, NAR, 2015 ANGERS

EEEEEEEEEEEEEEEEE

The mitochondrial proteome - http://www.mrc-mbu.cam.ac.uk/impi UNIVERSITAIRA A



http://www.broadinstitute.org/
http://www.mrc-mbu.cam.ac.uk/impi
http://www.mitomap.org/MITOMAP

Les maladies mitochondriales primaires

Signes auditifs
Surdité

Signes visuels

Prévalence de 1/4300 S e

osis
Opthalmoplégie extemne progressive

Epilepsie

Syndrome parkinsonien
Retard psychomoteur
Sgression

Large spectre d’atteintes cliniques
reflétant la dépendance énergétique des

Détresse respiratoire

Signes cardiaques
Troubles de la condudtion

suffisance hépatique Cardiomyopathies

épatomégalie

organes

,_,
:E‘j
b=l
=3

Symptomatologie variable

Signes rénaux
o Sy_ndrume de Fanconi

Atte] n teS d e tou S leS O rga n eS éilgr?wseer\f:;l)slélz‘r'fse focale segmentaire
Insuffisance rénale
Insuffisance surrénalienne

A

Age variable de survenue Signes digestits

glutition
Pseudo-obstruction intestinale

Dysmotilité gastrointestinale

Atrophie villeuse chronique
Neuropathies
périphériques

- Une hétérogénéité clinique en partie le reflet d’une hétérogénéité génétique

Signes osseux

Cyphoscoliose
Petite taille
Insuffisance médullaire

Infertilité masculine
Insuffisance ovarienne precoce

Gorman et al, Ann Neurol, 2015

Signes neurologiques

Signes pancréatiques
. Pancréatite
- Diabéte
Y
Signes musculaires
Intolérance a l'effort
Crampes
\e Myopathies
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Les maladies mitochondriales secondaires

» Dysfonctions mitochondriales ne resultant pas
d’anomalies genetiques sur des genes impliquees '
dans le fonctionnement des mitochondries 8

CFDXY LYRMY
L FXN NES)

Autres maladies génétiques P2

AGK PITRM I
Alrstl PMPCA
DNAJCI9 PMPCE

GFER  TIMMSA
MIPEP  TIMMSO
OXAIL  TIMA22
SAMIS _TOMNR)

Autres maladies (cancers, maladie de parkinson, |
maladies d’Alzheimer ...) || sees -

""‘;"‘.“

| Steasns !\\ \‘U’ rea \
SLC2SA4 - - Vs - | !
Facteurs environnementaux (ex : pesticides, s | | ‘\ /
SLC25A21 ‘ i
médicaments, regime alimentaire ...) s | | o
Vieillissement \ ; s | g
. MDI2 o |
R /) Nm—— actan ) |
endoplasmic reticulum DS

Baker et al, Open Biol. 2022, PMID: 36475414




Dysfonctions mitochondriales

Impaired biogenesis
Defective mitophagy

Impaired
mitochondrial trafficking

Illustration adaptée de Park JS et al,
Movement Disorders 2018

e
CHU
: ANGERS
Altered mitochondrial dynamics electron transport chain UNIVERSITAIAE




Complex TSC - Complex mTORC1 et mitochondries

Growth
factors e S

TBC1D7

. . DEPTOR LST8
Mitochondrial Ch

Biogenesis Raptor
¢ MTORCT |y Glutaminolysis

"""" Fumarate
Mltophagy w \ |
5 5 Cyc

a- KG 2 HG *
Mitochondrial
Fission Mitochondrial Mltochondrlal
Fusion Oncometabolites

= Roles multiples dans la physiologie
mitochondriale
Biogénese
Mitophagie
Dynamique mitochondriale
Métabolisme
Stress oxydant

CHU
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Figure adaptee de de la Cruz Lopez Kget alFront Oncol. 2019  centae nosertaLien

Dec. PMID: 31921637 A UNIVERsSITAIRE



Epilepsie dans la STB

A Cellular abnormalities B Neuronal dysfunction C Network dysfunction

Dysfonction neuronale directe . | Q

Dysmorphic  Giant cells
NEUrons Reduced myelination

Signalling
abnormalities

(oligodendrocyte depletion)
D Oxidative stress Mitochondrion E Inflammation F miRNAs Dérégulation de miARN
mTOR —h@ : “. N peut contribuer ou
, . , maintenir
Dysfonction mitochondriale Reactive astrocytes .;,,mkm T S— les changements
Blood-brain barrier O -mﬁrﬁﬁ moléculaires pathologiques
damage and iron . —» Infiltrated = Inflammation

metabalism
Activated microglia lymphocytes

Dommages indirects dans les cellules non neuronales C H U
par les voies de 'inflammation et ’activation du systeme“> ¥ >
ANGERS

immunitaire CENTRE HOSPITALIER
Curatolo, Specchio et Aronica, 2022 UNIVERSITAIRE



Dysfonctions mitochondriales et STB

Impaired Mitochondrial Dynamics And Mitophagy
In Neuronal Models Of Tuberous Sclerosis Complex

Darlus Ebrahimi-Fakhan, "= Afshin Saffan,” = Lara Wahlster,”" Alessia DiMardo,! Darla Tumer,” Tommy L. Lewis, Jr.,”
Christopher Conrad,” Jonathan M. Rothberg,” Jonathan 0. Lipton,” Stefan KSlker,” Georg F. Holfrmann,” Min-Joon Han,’
Franck Polleux.” and Mustala Sahin'-""

Plus de mitochondries Mais des mitochondries moins fonctionnelles
C Baseline ATP H+ Total Non- mutTSC2 #1
F Respiration Tumover Leak Respiratory mitochondrial [18bp deletion]
25 " Capacity Respiration Ctrl
i LRl e - . mmTSCE {hB'l]
€S 200 S, I, M mutTSC2 (hom)
E 8 3000 ' 250, "' 100, 400, "' 100, " mutTSC2 #2
=R 150 € = . . 280 ' [c.755insA]
§2 < 250; 200{ T 80- w8 | ctr
£EZ 100 gm £ 200- ' ' T T W mutTSC2 (het)
=EE = 150 60- 250
50+ S 150+ - ; 200 50+
= 1 1 //_ —
¢ g 50- 501 204 123_ C LH U
& P ; X N . . ANGERS
s (Cell Reports 17, 1053-1070; October 18, 2016) ~ °M*'ersirnine



Trisomy of A specific
chromosome amino acid
21 causes Down  change causes
syndrome sickle cell

(54, 67) anemia (50)

N

Seminal genetic
mechanism
discoveries

Time

Technological
advancements
enabling RGD

Phenylketonuria
is diagnosed by
detection of
increased
metabolites (45)

I

Approches Omics

Genome
Copy-number Imprinting sequencing
variation causes defects can identifies a
Prader-Willi cause disease clinically relevant
Syndl’(::m@ (65) (59) varla:\t (70) Single gene—
Mitochondrial Triplet repeat environment
DNA mutations expansions interaction causes
cause disease cause fragile X acongenital
(48,115) syndrome (63, 120) disorder (107)
3

"

Genes associated
with monogenic

conditions begin
to be identified
(e.g., CFTR) (95)

N

e

Exome sequencing
identifies the
cause of Miller
syndrome (81)

N

De novo SNVs
are a common

disease (30, 47)

cause of

discoveries

Mass
spectrometry
(1)

1960 1970 1980 1990 200|O J 2010 2020
RNA
sequencing
(78, 80)
FISH (9) PCR (79) MLPA Next-generation Multiomic
(101) DNA sequencing approaches
\. / \ / \. (72, 106) and novel
computationa
Karyotype Sanger Southern blot Bisulfite Triplet repeat methods
(39) sequencing (110) and sequencing (41) ) primed PCR (116)
(97) restriction
fragment length Chromosomal
polymorphism (55) microarray (98)

T Hartley et al. Annu Rev Genomics Hum Genet. 2020

Estimated number of publications
of new disease-causing genes in

Trio-based analysis

Identification of new
disease-causing
genes reportedin

o/ob Technical the literature
450 improvements
(coverage...)
400
Improved access to Experience and
350 NGS technologies expertise in NGS
300
250
200
150
100
50
0
2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Years

AL Bruel et al. Clin Genet. 2020
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S
& A hes O
pproches Omics
\\\
The study of non-sequence level
Genomics @  DNAmodifications.
The study of sequence level DNA modifications. E D:m
o A methylation
Eﬂmmﬂ € + RNAmodifications (e.g.
+ Single nucleotide sequence variation (base changes / 8, methylation and phosphorylation)
substituti 1 inserti / deletions) a + Histone modifications (e.g.
* Structural variation (copy number variants) w methylation, acetylation,
« Chromosomal variation (segment aneusomy | whole phosphorylation) Proteomics
genome or whole chromosome alterations)
The study of protein abundance
CH and expression.

Examples:

= Antibodies (€.g. Immunogiobulins)

J - .E‘nzm(e(_g Polymerases) )

Ty g 089
U.QRNA polymerase . Slmd:nloom:onmt(e,g. actin)

/ 3

Hypersensitive Sites \/‘

= Transport/storage (e.g. ferritin)

%3
%,
bkt /.2 g _
YA H O
Metabolomics
_ The study of low molecuiar

Phenomics
The study of observable traits,
Examples: Ew::gm compounds in a cell.
Observable symptoms . mmsd metabolites have
been documented In biological

samples. The example above in
this figure is acetic acid.

| \
Promoter-Like Elements N7 Transcriptomics

Tra nscripts The study of RNA transcript abundance and
proasion.

Exnmpln
« Coding RNA transcripts (messenger RNA) L
+ Non coding RNA transcripts (e.g. circular

RNA, micro RNA, long non coding RNA,

D’apres Kerr et al. Orphanet Journal of Rare Diseases. 2020 vransierRNA,ribosomal RNA, small ANGERS
D’aprés Darryl Leja (NHGRI), lan Dunham (EBI), Michael Pazin (NHGRI), ENCODE erteng RNAY cenTae HoseITALIER

Enhancer-Like Elements
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ARTEMIS

Essai monocentrique prospectif

Notre objectif principal: caractériser de maniere approfondie les défauts mitochondriaux dans
une cohorte d'individus avec une STB, atteints d'épilepsie

Par le biais d'une etude du transcriptome via le séquencage de 'ARN total des fibroblastes (RNAseq)

Par des études fonctionnelles mitochondriales afin d'identifier de nouvelles cibles thérapeutiques
pour ameéliorer la prise en charge de l'épilepsie

Nos objectifs secondaires
Evaluer si la gravité de l'épilepsie est en corrélation avec la gravité des dommages mitochondriaux
Identifier les signatures spécifiques de 'ARNm concernant la résistance aux médicaments
Améliorer le diagnostic de la STB grace a une étude du transcriptome

CENTRE HOSPITALIER
UNIVERSITAIRE




. ARTEMIS

Phénotypage clinique
(Enfants & adultes)
i _{\

-

Imagerie

Etude proposée a l'ensemble des 110 personnes
suivies par le Centre de Référence Maladies Rares «
Epilepsies rares »

Inclusion de 55 personnes avec
- Epilepsie pharmacosensible
- Epilepsie pharmacorésistante

Appariement en fonction de l’age et du sexe, dont on
sait quil influence les fonctions mitochondriales

Une biopsie de la peau sera effectuée afin d'établir
des lignées cellulaires primaires de fibroblastes

R
| | | 3

12 18 24 moS e~ A
. CHU

ANGERS
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ARTEMIS

Phénotypage clinique

(Enfants & adultes)

Imagerie

RNAseq & ADNseq

~
kﬂ

%
| | | |
I I I I
TASK 1 ! 1'2 N N

TASK 2

mois
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ARTEMIS

'l
S

Phénotypage clinique

(Enfants & adultes)

Etude fonctionnelle mitochondriale

k]
g "
"
l ' I . &R

: . [ - g
| w’ == ||
, Western blot I IIII \
% Imagerie / k ~ Expressmn o~
| | ] l R
| l | | |
TASK 1 1 12 18 24 mois
TASK 2 ®

TASK 3

©
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ARTEMIS

Antioxidant

Harnessing approaches
mitochondrial
biogenesis

‘ﬂ

Nucleoside

supplementation @ [Hﬂ Fltj

D’apres Rahman S et al. Epilepsy & Behavior. 2020 QNE GQSGRS
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\ Partenaires scientifiques

N

i
» Pr Patrick Van Bogaert » Dr Agnes Guichet
m Dr Denis Farges m Dr Magalie Lodin-Pasquier
m Dr Jules Surge m Pr Vincent Procaccio
m Pr Christophe Verny = Mme Sarah Prestwich
= Dr Guy Lenaers = Mr Clément Prouteau
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Merci pour votre attention
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