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SUMMARY

Neurodevelopmental disorders are a complex and heterogeneous group of neurological
disorders characterized by their early-onset, and estimated to affect more than 3% of
children worldwide. Hence, they represent a major health problem. The rapid advancement in
sequencing technologies of the past years allowed the identification of hundreds of variants in
several different genes involved in neurodevelopmental disorders. One of the main challenges
for the development of efficient therapeutic interventions is understanding how the genetic
risk factors, in combination with individual environmental factors, can lead to the disorder.
The functional biological validation of the contribution of the candidate variants to the
pathogenesis of the disorder represents a very first step in this endeavor. This thesis shows
the results obtained from a series of functional assays to validate the contribution of de novo
missense variants identified in CAMKZ2 and RHEB1 to the pathogenesis of intellectual disability
(ID) and epilepsy.

CAMK?2 is one of the most abundant proteins in the mammalian brain and 40 years of
research established its fundamental role in learning and memory. Despite the vast knowledge
acquired over the years, we uncovered in chapter Il hitherto unknown roles for the major brain
isoforms, CAMK2A and CAMK2B, that were previously masked due to their redundancy. Using
an inducible knock-out approach deleting both mouse isoforms simultaneously, we showed
that CAMK2 is crucial for survival. Surprisingly, there are very little biochemical changes at the
synaptic level, where CAMK?2 is thought to play a major structural role.

Understanding the unique and specific functions of CAMK2A and CAMK2B has crucial
therapeutic implications for the newly identified patients suffering from neurodevelopmental
disorders with variants in CAMK2A and CAMKZB. Biochemical knowledge on CAMK2 activity
and regulation, helped us to predict a priori the potential effect of some of the missense variants
identified in CAMK2A and CAMKZ2B and to refine the assays used to assess their pathogenicity.
In chapter III we showed that, despite the lack of clear common clinical features (ID being the
only true commonality for all children carrying a variant in one of the CAMKZ genes), variants
that affect the autoregulatory domain and variants that we established to be gain-of-function
(which are the majority) seem to correlate with a more severe neurological clinical phenotype.
Our findings show that CAMK?2 is involved in a broad range of neurological disorders that are
only starting to be uncovered. In chapter IV we showed that not only the major brain isoforms
of the CAMK2 family are associated with human neurodevelopmental disorders, but that also
one of the less well-known isoforms, CAMK2G, is associated with ID. Despite the low abundance
in the adult brain compared to the other major isoforms, we showed using functional assays
that the variant Arg292Pro acts as a pathogenic dominant gain-of-function, revealing that also
CAMK2G can play an indispensable previously unknown function in neurodevelopment.

In the second part of this thesis, we focused on the RHEB1 gene, the direct activator of
mTOR, whose role in brain development, neuronal differentiation and synaptic organization
has been previously shown. mTOR dysfunction has been associated with several neurological
disorders such as epilepsy, ID, autism and brain malformations, however, RHEB1 itself was
never directly linked to neurodevelopmental disorders. In chapter V we report a number of
de novo mutations in both known and novel mTOR-related genes associated with brain growth
and ID, and highlight the contribution of RHEB1 as a causative gene for ID with megalencephaly
and epilepsy. In chapter VI we explored how the hyperactive mutant RHEB1p.Pro37Leu
contributes to the mechanisms of epileptogenesis. We showed that, while the presence of
macroscopic focal cortical malformations is not necessary to cause epilepsy, the alterations
caused at the circuit level through abnormal connectivity can explain the seizures caused by
hyperactivation of the mTOR pathway.

Although the number of genes involved in neurodevelopmental disorders is steadily
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English summary

increasing, the identification of variants in genes belonging to shared molecular pathways
can offer an invaluable tool in understanding the etiology of neurodevelopmental disorders.
Using functional assays, the results presented in this thesis highlight a novel role for CAMKZ2
as a disease-causing gene and expand the current knowledge on mTOR-related epilepsy. This
knowledge can potentially lead to novel therapeutic interventions.
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SAMENVATTING

Neurologische ontwikkelingsstoornissen (NOS) vormen een groep van complexe en
heterogene neurologische aandoeningen met een vroege aanvang die naar schatting meer dan
3% van de kinderen over de hele wereld treft, waardoor ze een groot gezondheidsprobleem.
De snelle vooruitgang in genetische diagnose technologieén van de afgelopen jaren maakte
de identificatie mogelijk van honderden varianten in verschillende genen die betrokken zijn
bij NOS. Dit variéreert van veranderingen van een enkele nucleotide tot veranderingen van
hele stukken van het DNA, met variabele frequenties in de populatie, van veel voorkomend
tot zeldzaam. Een van de belangrijkste uitdagingen voor de ontwikkeling van efficiénte
therapeutische interventies is begrijpen hoe de genetische risicofactoren, in combinatie met
individuele omgevingsfactoren, tot de aandoening kunnen leiden. De functionele biologische
validatie van de bijdrage van de kandidaat varianten aan de pathogenese van de aandoening
vormt een eerste stap. Dit proefschrift toont de resultaten verkregen uit een reeks functionele
testen om de bijdrage van de novo missense varianten, geidentificeerd in CAMKZ en RHEBI,
aan de pathogenese van verstandelijke beperking en epilepsie te valideren.

CAMK?2 is een van de meest voorkomende eiwitten in de hersenen van zoogdieren en
40 jaar onderzoek vestigde zijn fundamentele rol in leren en geheugen. Ondanks de enorme
kennis die we in de loop der jaren hebben opgedaan, hebben we in hoofdstuk II nieuwe
onbekende rollen ontdekt voor de belangrijkste CAMK2 eiwitten in de hersenen, CAMK2A en
CAMK2B, die eerder werden gemaskeerd doordat de een kan compenseren voor de ander,
indien afwezig. Met behulp van een induceerbare knock-out techniek bij muizen, waarbij
beide CAMK2 eiwitten tegelijkertijd zijn verwijderd, hebben we aangetoond dat ze cruciaal
zijn om te kunnen overleven. Verrassend genoeg zijn er nauwelijks veranderingen gevonden
in de biochemische kenmerken op synaps niveau, waar CAMK2 een belangrijke (structurele)
rol speelt.

Inzicht in de unieke en specifieke functies van CAMK2A en CAMK2B heeft cruciale
therapeutische implicaties voor de nieuw geidentificeerde patiénten die lijden aan
neurologische aandoeningen met varianten in CAMK2A en CAMKZ2B. Biochemische kennis over
CAMK2-activiteit en -regulatie hielp ons a priori het potentiéle effect van enkele van de CAMK2A
en CAMKZB missense-varianten, te voorspellen en de testen te verfijnen die werden gebruikt
om hun pathogeniteit te beoordelen. In hoofdstuk III hebben we laten zien dat ondanks dat
er weinig klinische overeenkomsten zijn tussen de kinderen die een variant in een van de
CAMK?Z genen dragen (het enige kenmerk wat ieder kind deelt is verstandelijke beperking).
Varianten die invloed hebben op het autoregulatoire domein en varianten waarvan we hebben
vastgesteld dat ze het eiwit activeren (wat de meerderheid van de varianten betreft) lijken te
correleren met een ernstiger neurologisch fenotype. Onze bevindingen tonen aan dat CAMK2
betrokken is bij een breed scala aan neurologische aandoeningen die we pas beginnen te
ontdekken. In hoofdstuk IV hebben we aangetoond dat niet alleen de meest voorkomende
CAMK?2 eiwitten in het brein geassocieerd zijn met NOS, maar dat ook een van de minder
voorkomende CAMK2 eiwitten, CAMK2G, geassocieerd is met een verstandelijke beperking.
Ondanks de lage abundantie in de hersenen van volwassenen in vergelijking met CAMK2A
en CAMK2B, toonden we met behulp van functionele testen aan dat de CAMK2G variant
Arg292Pro een pathogene dominant-actieve mutatie is, en laten we zien dat ook CAMK2G een
onmisbare rol speeltin normale neurologische ontwikkeling.

In het tweede deel van dit proefschrift hebben we ons gericht op het RHEB1-gen,
directe activator van mTOR, waarvan de rol in hersenontwikkeling, neuronale differentiatie
en synaptische organisatie eerder is aangetoond. mTOR-disfunctie is in verband gebracht met
verschillende neurologische aandoeningen zoals epilepsie, mentale retardatie, autisme en
hersenafwijkingen, maar RHEB1 zelf was nooit rechtstreeks gekoppeld aan NOS. In hoofdstuk
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V beschrijven we een hele reeks de novo-mutaties in zowel bekende als nieuwe mTOR-
gerelateerde genen, geassocieerd met hersengroei en NOS en benadrukken we de bijdrage
van RHEBI als een oorzakelijk gen voor NOS met megalencefalie en epilepsie. In hoofdstuk
VI hebben we de mechanismen van epileptogenese onderzocht die worden veroorzaakt door
de hyperactieve mutant RHEB1p.Pro37Leu. We hebben aangetoond dat de aanwezigheid van
macroscopische focale corticale misvormingen niet nodig zijn om epilepsie te veroorzaken,
maar dat juist de abnormale connectiviteit die veroorzaakt wordt door hyperactivatie van
mTOR, bijdraagt aan de epilepsie.

Hoewel het aantal genen dat betrokken is bij neurologische aandoeningen gestaag
toeneemt, kan de identificatie van varianten in genen die behoren tot gedeelde moleculaire
paden een waardevol hulpmiddel zijn bij het begrijpen van de etiologie van neurologische
aandoeningen. Al met al benadrukken de resultaten in dit proefschrift een nieuwe rol voor
CAMK?2 als een NOS-veroorzakend gen en breiden ze de huidige kennis over mTOR-gerelateerde
epilepsie uit. Deze kennis kan mogelijk leiden tot nieuwe therapeutische interventies.
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