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Introduction:
Les craniosynostoses (CS), se caractérisent par une fusion prématuree des > Argd58His
sutures craniennes, entrainant des deformations du crane. Environ 3 % des -
cas de CS sont liés a des mutations de l'inhibiteur de transcription ETS2 p(G8_F9ins147) p-Arg386Cys
, , , . . [c.23-2A>G] | p(W30Cfs*44) p.(R86C) (x2) [c373+1G>(] p.(K401Efs 1I.j] p.(5532fs*3)
Repressor Factor (ERF), regule par ERK1/2 phosphoryle dont la fixation S| |omesar |momcim | pmen  pcmmsans o
entraine I'export d’ERF du noyau vers le cytoplasme. Récemment, deux 62 A 294 530 548

nouvelles mutations ERFR38C et ERFP48H  sjtuées entre le domaine
d'interaction avec la proteine ERK1/2 et le domaine répressedur,

ERF ERK interaction Repressor

Ont été p.t

pG68BR) | pR10TW) p.[R183%) (x2) p.(G299Rfs*9) p.(Q424%) p.(K465L1s*67)
I

identifiees chez des patients atteints de CS, l'objectif de ce projet est de REERL |, P e R PKAOTEfS*10) (2

determiner la pathogénicité de ces variants.
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. . .. . Mutation f Mutati
impact des mutations ERFR386C et ERFP458H sur l'interaction ERF/ERK1/2 S S
a été évalué en transfectant des cellules HEK293T avec des plasmides * Les variants ERF p.Arg386Cys et ERF p.Arg458His ont ete trouves
ERFY-GFP, ERFR38C.GFP ou ERFFP48H-GFP et en analysant la localisation respectivement chez des patients atteints dune craniosténose

cellulaire de la GFP lorsque ERK1/2 est phosphorylé ou non. Les resultats
revelent une legere augmentation de la localisation cytoplasmique de ERF

chez les mutants par rapport aux contrdles. ERK‘;‘I’\;i o ERK‘;‘I’\;‘Z o
L'impact des mutations sur l'activite de ERF a ete evalue grace a la . Le gene ERF code pour un inhibiteur de la inactive inactive

realisation d'un test luciférase permettant d’étudier [linhibition de Ia transcription régulé par ERK1/2 novau <8

transcription du gene Runx2 en présence d'ERF sauvage ou mutee. Les phosphorylé dont la fixation entraine I'export

résultats obtenus ont montré que les mutations d’intéréts n’affectent pas d’ERF du noyau vers le cytoplasme

lactivité répressive d ERF. ERF Fyioplosme

Actuellement, nous mettons en place un protocole de différenciation

complexe (fusion des sutures: lambdoide, sagittal et bicoronales) et d'une
scaphocepalie simple au sein de la cohorte du service de neurochirurgie
de I'Hopital Necker.

« Au cours de l'osteogenese ERF regule l'expression du facteur de

osteoblastique a partir de biopsie de peau de patients afin de tester I'impact transcription Runx 2 impliqué dans la differenciation ostéoblastique

de ces mutations sur I'ostéogenese.

En conclusion, bien que les mutations ERFR38C gt ERFP48H semblent

Objectif du projet : Etude de I'impact des variants ERF p.Arg386Cys

af.fecter sen3|blemeqt -I |pteract|c3_n d ERF avec ERK1/2, elles n’ont pas montre et ERF p.Arg458His sur 1) Pinteraction d’ERK1/2 avec ERF, 2) sur
d’'impact sur son activite transcriptionnelle. Des études complémentaires sont activité de ERF, et 3) sur la differenciation ostéoblastique.

necessaires pour confirmer ou non leur pathogénicite.

1/ Impact des variants ERF p.Arg386Cys et ERF p.Arg458His
sur la localisation cellulaire de ERF lorsque la voie
MAPK/ERK est activée

Matériels et méthodes:
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Mutagenese dirigée pour I'obtention des plasmides suivants:
S | p.CMV6-ERFd!-GFP => délétion du domaine d’intéraction avec ERK

\ p.CMV6-ERFR386C. GFP
v % " p.CMVB-ERFRSBH.GFP

0.CMV6 ERF GFP

DAPI/GFP

Transfection de cellules HEK293VNR

Activation ou non de la voie ERK/MAPK grace a I'ajout de Sérum de
voeeux feotal (SVF)

Analyse de la localisation cellulaire de la GFP par microscopie et
Western Blot (extraction des protéines cytplasmiques et nucléaires)
apres stimulation avec du SVF pendant 1h ou 2h30.

1- Cytoplasme
2- Ubiquitaire
3- Noyau

Analyse de la localisation cellulaire de la GFP par microscopie :
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Transfection par plasmide n=7, Les variants ERF p.Arg386Cys et ERF p.Arg458His semblent

Nombre de cellules analysé par transfection >100  induire une augmentation de I’expression de la GFP dans le
Analyses statistiques: ANOVA cytop|asme_

Analyse de la localisation cellulaire de ERF par western blot :
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2) Impact des variants ERF p.Arg386Cys et ERF p.Arg458His sur
I’activite repressive d’ERF

Matériels et méthodes :

Mise en place d’un test luciférase
* Construction plasmidiqgue pGL3.Runx2-luciferase

T » Transfection de cellules HEK-293VNR :
& e o p.CMV6-GFP -
p.CMV6-ERF%!'-GFP Ty
ERF p.Arg386C ﬁ_’ o 5.CMV6-ERFREC. GEP [~ + p. GL3Runx2-Luciférase
ou | p.CMV6-ERFR#*8H-GFP |
ERF p.Arg458His
F . » Analyse de l'activité de la luciferase apres stimulation ou non

avec du SVF

Analyse de l'activité de la luciferase sous contréle du promoteur Runx2 en
presence des variants ERF p.Arg386Cys et ERF p.Arg458His

. n=6 par condition,
° without SVF + SVF 2h30 Analyse statistique: ANOVA
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Les variants ERF p.Arg386Cys et ERF
p.Arg458His ne semblent pas avoir
d’effet sur 'activité repressive d’ERF.
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3) Impact des variants ERF p.Arg386Cys et ERF p.Arg458His sur la
différenciation ostéoblastique

Matériels et méthodes:

Obtention d’osteoblastes a partir Etude de |a différenciation et de
de biopsies de peau des patients lactivité ostéoblastique

..% Protocole mis en place au
Gy ALY laboratoire

Alkaline
phosphatase

Biopsie de peau S Collectes des biopsies et

+ béta glycérol phosphate 10mM
+ dexamethasone 100 nM

+ Alk5i |l 4uM

+ ascorbic acid 5ug/mL

analyses en cours

Alizarine
red

Protocole adapté de
Yamamoto et al 2018

En conclusion, grace a ce projet, nous avons mis en place des tests in vitro au sein du laboratoire pour évaluer
I'impact des nouveaux variants d'ERF sur sa localisation et son activite. Cependant, les résultats obtenus pour les
variants ERF p.Arg386Cys et ERF p.Arg458His n'ont pas permis de démontrer leur pathogeénicité. Des analyses
genétiques plus approfondies sont nécessaires pour confirmer ou infirmer ces resultats. Par ailleurs,si 'obtention
d'osteoblastes a partir de biopsies de peau constitue une avancee importante car elle pourrait permettre de
surmonter les difficultés liees a I'obtention de prélevements osseux.
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