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CHAPITRE 1

Introduction
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culaire dans la détection des remaniements génomiques et la
cartographie physique du génome . . . . . . . .. ... .. .. 8
1.3.4 Modes de formation des anomalies chromosomiques . . . . . 12

1.3.5 Impact des réarrangements chromosomiques sur le phénotype 17

La génétique étudie les caractéres héréditaires des individus, leur transmission

au fil des générations et leurs variations. Les maladies génétiques résultent de toute
modification du génome aboutissant & un processus pathologique pour I'individu, en
particulier ’altération d’un ou plusieurs génes. L’un des enjeux de cette discipline
est donc de comprendre les mécanismes a l'origine de ces maladies par la mise en
relation d’un géne et d’une pathologie. Différentes stratégies d’étude peuvent alors
étre mises en ceuvre.
La premiére approche est celle du « clonage fonctionnel » qui consiste, a partir
de 'observation d’un phénotype clinique, & mettre en évidence une perturbation du
processus biochimique et de la protéine pour remonter au géne en cause et le cloner.
Cependant, pour la plupart des maladies héréditaires, le défaut biochimique n’est
pas connu : il convient alors de mettre en place une stratégie de « clonage posi-
tionnel ». Il s’agit dans ce cas d’isoler un géne & partir de sa localisation chromoso-
mique par la réalisation de plusieurs techniques de cartographies génétique et phy-
sique. Cette approche de « géne candidat »a ainsi pour but d’établir des corrélations
génotype-phénotype. Les pathologies monogéniques peuvent étre la conséquence de
déséquilibres génomiques tels que les microdélétions ou les microduplications, mais
aussi survenir a la suite d’'une mutation ponctuelle ou de tout autre réarrangement
chromosomique comme une translocation, une inversion ou une insertion, condui-
sant a l'interruption d’un géne. Ces anomalies du génome aboutissent alors soit &
une altération de I’expression du géne et donc du dosage protéique, soit & des mo-
difications fonctionnelles de la protéine synthétisée.



2 Chapitre 1. Introduction

La mise en évidence d’anomalies chromosomiques constitue un moyen efficace d’iso-
lement et d’identification de génes candidats. Ainsi, l'isolement d’'un géne respon-
sable d’'une pathologie donnée, outre les conséquences physiopathologiques, conduit
en pratique médicale & la mise en place d'un conseil génétique approprié.
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1.1 Objectifs de cette étude

Cette étude a pour but de montrer dans quelle mesure la mise en évidence d'un
réarrangement chromosomique peut aboutir & la découverte de génes candidats
dans le cadre d’anomalies du développement. Etant particuliérement impliquée
dans la mise en place des différentes approches méthodologiques (en paticulier
I’hybridation génomique comparative en microréseau ou array-CGH) et dans leur
utilisation pour l'analyse des anomalies de structure du génome, mon travail a
abouti dans un premier temps & la publication d’une revue sur I'array-CGH et ses
applications.

Forte de cette expérience, j’ai pu mettre en application les différents principes
ainsi dégagés dans le cadre de I'étude de 2 réarrangements chromosomiques rares de
survenue de novo associés a un retard mental :

— une délétion subtélomérique en 20q13.33 associée & un retard psychomoteur

chez 2 fillettes,

— une délétion interstiticielle en 21q22.

Nous avons réalisé une cartographie physique précise de ces délétions grace a
I'utilisation coordonnée de différents outils de cytogénétique et de biologie molécu-
laire (en particulier I'hybridation in situ en fluorescence (FISH) et 'array-CGH).
Ceci a abouti a contribuer & la caractérisation de nouveaux microremaniements
chromosomiques submicroscopiques jusqu’alors inconnus. Il a alors été possible de
préciser les génes en déséquilibre potentiellement candidats dans la survenue des
affections étudiées grace a I'analyse des bases de données génétiques apportant des
éléments complémentaires sur I'annotation des génes candidats. Ces travaux ont
fait 'objet de 2 publications scientifiques.

Dans un second temps, l’é¢tude d’une translocation réciproque équilibrée
t(3;18)(p12.3:;q23) décrite chez une enfant présentant une dystonie syndromique
associant un retard de développement et une dystonie généralisée précoce a
abouti a la cartographie précise des points de cassure et & leur caractérisation
moléculaire. Le géne ROBO1 impliqué dans le guidage axonal s’est révélé
interrompu par la translocation. Des explorations complémentaires ont alors été
conduites (array-CGH, étude de ’ARN, étude protéique, migration cellulaire et
séquencage du géne ROBO1 chez d’autres patients avec une dystonie syndro-
mique) afin de mieux cerner les conséquences d’une telle anomalie sur la survenue
de cette dystonie syndromique. Les résultats de ces études sont présentés et analysés.

Ces exemples, en particulier I’étude de la translocation équilibrée, soulignent les
difficultés d’interprétation liées & la découverte de ces réarrangements et donc la
nécessité d’apporter la preuve de leur implication dans le phénotype observé par des
moyens appropriés.
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1.2 La cartographie du génome

Deux approches peuvent étre envisagées a la recherche de génes candidats :
la cartograhie génétique qui repose sur 'observation d’un grand nombre de
patients atteints par la pathologie,
— la cartographie physique qui consiste a localiser un géne candidat a partir
de 'observation d’'une anomalie chromosomique.
C’est cette deuxiéme approche qui a été utilisée dans les différents cas étudiés au
cours de ce travail.

1.2.1 La cartographie génétique

Au cours de la méiose, la ségrégation indépendante des chromosomes aide a
déterminer si des génes sont situés sur le méme chromosome ou sur des chromosomes
différents. Les caractéres génétiques qui ségrégent ensemble au cours de la méiose
sont donc situés sur le méme chromosome. On appelle liaison génétique la tendance
des génes situés sur le méme chromosome & étre transmis ensemble. Cependant,
le phénomeéne de recombinaison entre les chromatides de chromosomes homologues
paternels et maternels par crossing over au cours de la méiose peut séparer des
geénes liés. Or, plus deux génes sont proches, moins une recombinaison entre eux est
probable, donc plus leur liaison génétique est élevée. Ainsi, les génes déterminant
des pathologies peuvent étre cartographiés en établissant leur co-ségrégation avec
des marqueurs polymorphes de positions connues dans le génome, dont les alléles
se transmettent spécifiquement avec la maladie. Il est alors possible de déterminer
un intervalle de liaison dans lequel est localisé le géne responsable. Plusieurs
conditions doivent étre réunies pour mener ces études.

1. Il est nécessaire de pouvoir tester un grand nombre de marqueurs polymorphes
régulierement répartis sur ’ensemble des chromosomes. Ils sont caractérisés
par la présence, dans une population donnée, d’au moins deux variants allé-
liques au locus donné. Il en existe différents types :

— les polymorphismes de longueur des fragments de restriction qui, suite a
des mutations, créent ou détruisent les sites de restriction reconnus par des
enzymes spécifiques,

— les microsatellites qui correspondent & une répétition en tandem d’un motif
de quelques paires de bases (entre 5 et 50 répétitions en moyenne). Ils sont
mis en évidence par PCR suivie d'une électrophorése capillaire.
les marqueurs de type SNP (ou single nucleotide polymorphism, qui
peuvent constituer des facteurs de risque dans les pathologies multifac-
torielles) décelés sur I'ensemble du génome. Leur utilisation s’est accrue
plus récemment grace au développement de la technologie de puces a SNP.
Ainsi, des régions d’homzygotie partagée par les sujets porteurs d'une
pathologie autosomique récessive ont pu étre identifiées.

2. Il faut étre en mesure de suivre la ségrégation des loci étudiés au travers
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d’un grand nombre de méioses pour estimer la fréquence de recombinaison
entre les marqueurs polymorphes, d’ou U'intérét de pouvoir suivre de grandes
familles dans lesquelles ségrége la pathologie.

3. Il convient ensuite de procéder & un traitement statistique des données pour
établir les distances génétiques, exprimées en centimorgans (cM), entre les
différents loci étudiés.

1.2.2 La cartographie physique

A la différence de 'approche génétique, 1’établissement de la cartographie phy-
sique repose sur des méthodes directes de localisation, & partir de la molécule
d’ADN, support physique de I’hérédité. Elle améne & apprécier les distances phy-
siques (mesurées en kb ou Mb) séparant les diverses régions d’un chromosome. Elle
consiste a localiser et & ordonner des séquences d’ADN (contigs) au sein de régions
cibles ou intervalles. Il s’agit ainsi d’identifier un groupe de fragments clonés che-
vauchants dont I’ensemble couvre un chromosome voire un génome entier.

La taille des clones utilisés varie de quelques milliers de kb (dans des chromosomes
artificiels de levure ou YAC pour yeast artificial chromosome) a quelques centaines
de kb (dans des chromosomes artificiels de bactéries ou BAC pour bacterial artificial
chromosome) ou a quelques kb (dans des plasmides ou bactériophages). La construc-
tion d’une bibliothéeque génomique de clones chevauchants va ainsi étre utile pour
mettre en place une stratégie de marche sur le chromosome (les clones chevauchants
s’hybrident entre eux, d’on leur assemblage en une séquence d’un seul tenant) afin
d’isoler un géne dont la fonction est inconnue mais la position génétique est connue.

1.3 Les chromosomes et les anomalies chromosomiques

Les chromosomes sont le support du matériel génétique, support de 'hérédité
et de Porganisation de la vie cellulaire. Ils sont constitués d’ADN associé a des
protéines formant la chromatine et sont localisés dans le noyau des cellules euca-
ryotes. Un chromosome est constitué d’une molécule ’ADN unique. L’ensemble des
chromosomes humains comporte approximativement 6.10° bases, un chromosome
représente 50 & 250 millions de bases. Chacun d’entre eux porte quelques centaines
a quelques milliers de génes dont la taille varie de quelques milliers a deux millions
de bases.

Les anomalies chromosomiques sont soit constitutionnelles soit acquises au cours
d’un processus de cancérisation.
Les anomalies constitutionnelles surviennent soit dés la conception aboutissant alors
a une aberration homogéne touchant toutes les cellules de I'organisme, soit au cours
des premiéres divisions du zygote se traduisant par une anomalie en mosaique, c’est-
a-dire présente dans une partie seulement des cellules de l'individu.
On distingue les anomalies de nombre et de structure. Elles touchent de 0,9 & 1% des
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naissances avec ou sans conséquences phénotypiques et peuvent étre responsables
de fausses couches spontanées. Ne sera traité par la suite que le cas des anomalies
de structure.

En fonction de la variation de matériel génétique résultant de ’anomalie chromoso-
mique, elles sont classées en réarrangement équilibré (sans perte ni gain de matériel
chromosomique) ou déséquilibré (perte ou gain de matériel génétique).

1.3.1 Remaniements déséquilibrés
1.3.1.1 Les délétions (del)

C’est la perte d’une partie d’un chromosome, soit terminale, soit interstitielle
(deux points de cassure et re-soudure). La perte de matériel est trés variable, pouvant
aller de quelques dizaines a plusieurs millions de paires de bases. Selon leur taille,
elles sont visibles au caryotype pour les plus grandes ou détectées uniquement par
une technique d’hybridation in situ en fluorescence.

1.3.1.2 Les anneaux (r)

Ce sont des délétions plus ou moins étendues (souvent peu importantes) aux deux
extrémités d'un chromosome, suivies du recollement du segment intermédiaire (par
absence de télomeéres), ce qui aboutit a une structure annulaire (il existe également
des anneaux acentriques, mais ceux-ci sont rapidement perdus, comme tout fragment
ne possédant pas de centromeére).

1.3.1.3 Les duplications (dup)

Il s’agit de la répétition d’un fragment chromosomique de taille variable avec un
gain de matériel génétique.

1.3.1.4 Les isochromosomes (i)

Ils résultent d’'une anomalie de division du centromeére au cours de la mitose,
conduisant & un chromosome médiocentrique portant deux fois les mémes génes.
Un individu porteur d’un isochromosome est donc trisomique pour I'un des bras du
chromosome et monosomique pour 'autre bras.

1.3.2 Remaniements équilibrés

Warburton (1991) a estimé la fréquence des réarrangements chromosomiques
équilibrés de novo détectés a I'occasion d’une amniocentése : elle est de 1/2 000
pour les translocations réciproques, 1/9 000 pour les translocations robertsoniennes
et 1/10 000 pour les inversions.
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1.3.2.1 Les translocations (t)

Elles se caractérisent par 2 cassures sur 2 chromosomes différents, le plus souvent
non homologues, et recollement aprés échange des segments distaux. On distingue
les translocations robertsoniennes et les translocations réciproques. Les premiéres
se produisent entre 2 chromosomes acrocentriques (13, 14 15, 21 et 22) par fusion
centrique ou par cassure dans les régions juxta-centromériques. Les secondes, qui
nous intéressent ici, ont des points de cassure intervenant & n’importe quel endroit
sur les bras courts ou longs des chromosomes, hors régions juxta-centromériques des
acrocentriques.

1.3.2.2 Les inversions (inv)

Elles impliquent la cassure d’'un chromosome en deux points avec inversion du
segment intermédiaire entre ces points et re-soudure.

1.3.2.3 Les insertions (ins)

Un fragment de chromosome se casse, les régions flanquant ce fragment se re-
collent (comme dans une délétion), et le fragment se réinsére a un autre endroit, soit
sur le méme chromosome, soit sur un autre chromosome. Une insertion peut étre
directe (dir ins) si le fragment garde son orientation par rapport au centromere (la
bande la plus proximale restant la plus proche du centromére). Une insertion peut
étre inversée (inv ins) si la bande la plus proximale du fragment se retrouve la plus
éloignée du centromeére.

Délétion terminale Inversion péricentrique Inversion paracentrique|
1 point de cassure 2 points de cassure 2 points de cassure
'.' -
'\;\ 2
| Y
( )
3
Délétion interstitielle Duplication Anneau
2 points de cassure 2 points de cassure 2pointsde =

1 " 1 cass| e;_ "
It dB] qde
| = > i,

"l

A

[ Translocation réciproque Translocation robertsonienne  Insertion
2 pomts de cassure 2 points de cassure 3 points de cassure

(TN 'fn ii

Fia. 1.1 Aberrations chromosomiques de structure. (A) impliquant un seul chromo-
some. (B) impliquant plusieurs chromosomes. Source : http ://cvirtuel.cochin.univ-
paris5.fr :cytogen/2-1.htm.
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1.3.3 Apport des techniques de cytogénétique et de biologie mo-
léculaire dans la détection des remaniements génomiques et
la cartographie physique du génome

La mise en évidence de ces réarrangements et leur caractérisation moléculaire
nécessitent la mise en ceuvre de techniques de détection spécifiques et souvent com-
plémentaires. La détermination de la structure du réarrangement apporte en outre
des informations précieuses pour expliquer leur mode de formation.

1.3.3.1 Le caryotype

Il repose sur le classement des chromosomes d’une cellule somatique.

Les lymphocytes T issus d’un prélévement sanguin sont mis en culture et stimu-
lés par un mitogéne (phytohémagglutinine) provoquant leur division cellulaire. Les
chromosomes sont visualisés en métaphase (forme la plus condensée) et identifiés par
une technique de bandes aprés étalement et coloration (bandes G apreés coloration
au giemsa ou R aprés un traitement par la chaleur et coloration au giemsa).

Il donne lieu & une approche globale de l'ensemble des chromosomes, visuali-
sant les anomalies de structure sans perte ni gain de matériel telles que les inversions
et les translocations réciproques mais aussi les aneuploidies, les duplications ou dé-
létions a condition que la taille en soit suffisante (supérieure a 10Mb). Il peut donc
jouer un réle important dans le clonage et la découverte d’'un géne a l'origine d’une
pathologie dans la mesure o 'observation d'un réarrangement équilibré tel qu’une
translocation ou une inversion peut conduire a la découverte d'un géne qui, du fait
de son altération par la cassure chromosomique, est responsable de la pathologie.

Cependant, étant donné les limites de résolution, il est moins performant
pour déceler les réarrangements déséquilibrés d’une taille inférieure & 10Mb, c’est
pourquoi, il est souvent nécessaire d’avoir recours a des techniques de cytogénétique
moléculaire telles que I'hybridation in situ en fluorescence (FISH) voire I'array-CGH
dans certains cas.

1.3.3.2 L’hybridation in situ en fluorescence (FISH)

Son développement a été initié au début des années 80. Son principe repose sur
la capacité d’association (ou hybridation) de 2 brins d’ADN de séquence complé-
mentaire. La région & étudier (située sur un chromosome métaphasique ou au sein
d’'un noyau en interphase), aprés dénaturation préalable pour dissocier les deux
brins d’ADN, est repérée grace a une sonde d’ADN de séquence complémentaire
et antiparalléle du fragment recherché, marquée par une molécule fluorescente
[Pinkel 1986].

Sa mise en ceuvre passe par des étapes de culture cellulaire, étalement des chromo-
somes sur lame, dénaturation de ’ADN cible et des sondes spécifiques de la région

a étudier et enfin hybridation. La lecture se fait par microscopie & épifluorescence.

Les sondes sont :
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— soit spécifiques d’un locus d’intérét, parmi lesquelles on peut citer les sondes
subtélomériques,
soit des sondes totales marquant un chromosome dans sa totalité, utiles pour
déterminer l'origine d’un marqueur chromosomique ou pour connaitre la
nature d'un réarrangement complexe impliquant plus de 2 chromosomes.

La FISH contribue & I’établissement de la cartographie des points de cassure par
marche sur le chromosome.

Elle peut mettre en lumiére des anomalies cryptiques telles que des trans-
locations, microdélétions ou microduplications chez des individus a caryotype
apparemment normal, en particulier dans les régions subtélomériques riches en
génes : la technique de FISH adaptée a la détection des déséquilibres subtélomé-
riques a ainsi montré que ces derniers étaient impliqués dans 5 & 7% des cas de
retards mentaux [Flint 2003], [Ravnan 2006].

Sa principale limite réside dans le fait qu’il s’agit d’une technique d’étude ciblée
d’un locus particulier.

Dans le cas d’une translocation apparemment équilibrée, la technique de FISH
établit quels sont les partenaires de la translocation (a 1'aide de sondes totales)
mais peut aussi mettre en évidence un éventuel remaniement plus complexe
faisant intervenir plus de deux points de cassure |[Ballarati 2009].

La FISH multicouleurs, par un marquage simultané de ’ensemble des chro-
mosomes par des fluorophores différents ou une association de fluorophores, est
également un outil de choix pour la caractérisation de remaniements complexes
|[de Vree 2009].

Elle n’identifie cependant pas précisément les régions chromosomiques échangées
en cas de remaniement intrachromosomique en particulier.

1.3.3.3 L’hybridation génomique comparative en microréseau ou array-
CGH

Les conséquences phénotypiques d’'une anomalie chromosomique sont dans la
majorité des cas le résultat d’'un déséquilibre touchant un ou plusieurs génes sen-
sibles au dosage génique. La taille de ce déséquilibre peut étre de 'ordre de quelques
dizaines de kilobases & quelques mégabases, ce qui rend le caryotype inapproprié
pour sa détection. Le développement de 'array-CGH, notamment des puces a oligo-
nucléotides, permet & ’heure actuelle une étude pangénomique et la détection de
déséquilibres génomiques avec une résolution de I'ordre de quelques kilobases.

Son principe repose sur la cohybridation équimoléculaire et compétitive de ’ADN
d’un patient et celui d’'un témoin, marqués par un fluorophore différent (cyanine 5
et cyanine 3) sur des sondes de séquence connue fixées sur une lame de verre. Le
ratio des intensités de fluorescence mesurées par un scanner est proportionnel au
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nombre de copies d’ADN dans I’échantillon du patient et du témoin.
Les sondes sont réparties sur ’ensemble du génome. Leur nature, leur nombre, la
distance génomique moyenne entre les sondes et leur répartition définissent la réso-
lution de la technique :
— les sondes BAC ou PAC (P1-derived Artificial Chromosome) d’une taille de
75 a 200kb conduisent & une résolution de ’ordre de 1Mb jusqu’a 100kb,
— les sondes a oligonucléotides (de 25 a 85 nucléotides) permettent d’obtenir
une résolution allant jusqu’a 6kb actuellement (244 000 oligonucléotides).

Cette technologie a permis d’aboutir au diagnostic étiologique et a facilité

I'identification des bases moléculaires de nombreuses pathologies, notamment dans
le domaine de la cytogénétique constitutionnelle pour des pathologies telles que
le retard mental/retard de développement, Iautisme, les anomalies congénitales.
Elle a mis en évidence de nouveaux syndromes microdélétionnels et a contribué a
I'identification de génes candidats en délimitant des régions minimales critiques,
intervalles dans lesquels se situent les génes potentiellement responsables d’'un
phénotype donné.
Du point de vue de la caractérisation moléculaire d’un remaniement, elle peut
mettre en lumiére des réarrangements complexes et caractériser en particulier
des translocations apparemment équilibrées, révélant ainsi des déséquilibres
submicroscopiques.

Cette approche ne peut cependant détecter que des remaniements déséquilibrés.
Ainsi, en cas de mise en évidence d'un déséquilibre génomique de movo chez un
enfant, le recours a la FISH sur métaphases & 1’aide de sondes spécifiques est
nécessaire pour rechercher un éventuel remaniement de structure équilibré parental
tel qu’une insertion, une inversion ou une translocation, qui peuvent étre a 1’origine
du déséquilibre. Cette recherche est justifiée par le fait qu’il existe un risque de
récurrence du déséquilibre dans la descendance du couple ou des apparentés.

Elle ne peut pas non plus détecter un remaniement de structure & 'origine d’une
pathologie de point de cassure : dans ce cas, le caryotype reste 'examen de choix.

La description de la technique, ses applications et ses limites ont fait I'objet
d’une revue dans Pathologie Biologie (article a la fin de ce chapitre).

1.3.3.4 Les puces SNP

Le séquencage du génome humain, grace notamment au projet HapMap', a fa-
vorisé le développement de cette technologie, en permettant l'utilisation de plusieurs
centaines de milliers de variations de séquences ponctuelles polymorphes (ou SNP),
qui constituent autant de marqueurs sur le génome humain.

Son principe est identique & celui de l'array-CGH et repose sur ’hybridation de

!The International HapMap Project. Nature 2003 ; 426 : 789-96
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I’ADN cible du patient marqué par un fluorophore a une sonde de séquence com-
plémentaire (correspondant a une région couvrant un SNP), aprés amplification par
PCR. Les sondes fixées sur la lame correspondent a des oligonucléotides dont la base
centrale est spécifique d’un alléle. A la différence de 'array-CGH, il n’y a pas dans
ce cas d’hybridation compétitive de 2 ADN mais uniquement de ’ADN du patient.
Cette technologie a 3 applications :
la détection de variations de nombre de copies tout comme 'array-CGH :
la présence d’une délétion ou d’une amplification se traduit par une variation
de l'intensité de fluorescence et une perte d’hétérozygotie. Il est donc possible
de déceler des microremaniements chromosomiques a type de délétions ou
amplifications.
la mise en évidence d'une perte d’hétérozygotie : elle se traduit pour une
région donnée par la perte d'un alléle. Ce phénoméne survient en particulier
au cours de I’évolution tumorale.

— la mise en évidence d’une disomie uniparentale par correction aléatoire
d’une trisomie suite a une non disjonction des chromosomes homologues a la
méiose. Elle se traduit par une perte d’hétérozygotie sans perte d’intensité de
fluorescence pour une région donnée.

Les 2 derniéres applications sont spécifiques de cette technique, ce qui lui confére
un avantage par rapport a l'analyse par array-CGH.

Elle a contribué aux avancées majeures et rapides de ces derniéres années dans
la compréhension des maladies complexes multigéniques dans la mesure
ou elle offre une couverture de l'ensemble du génome. La mise en évidence de
variations de séquence dans des génes d’intérét pour ces pathologies est a la base de
la compréhension des mécanismes physiopathologiques en cause |Grant 2008|. Cette
approche nécessite des études de cohortes de patients importantes et s’applique
donc a des pathologies relativement fréquentes.

D’autre part, dans le cadre de la recherche de génes candidats suite a la mise en
évidence de déséquilibres génomiques, la densité des marqueurs est telle que
les points de cassure sont déterminés avec précision, d’oi1 une meilleure corrélation
génotype-phénotype.

1.3.3.5 Finalement, le séquencage

Il intervient dans la caractérisation moléculaire d'un réarrangement chromoso-
mique. Une fois le fragment de jonction isolé, le séquengage des points de cassure
est utile pour caractériser le mécanisme moléculaire en cause : il est ainsi possible
de savoir si le réarrangement est lié a la présence de séquences répétées telles que les
duplications segmentaires ou s’il est en relation avec ’existence de microhomologies
dans la région.

Il permet en outre de savoir quels génes sont interrompus par les points de cassure,
en vue de de la compréhension du mécanisme physiopathologique.
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1.3.4 Modes de formation des anomalies chromosomiques

Les anomalies de structure surviennent suite a des recombinaisons illégitimes
de fragments d’ADN aprés cassure et recollement de fragments. Le remaniement
est intra-chromosomique s’il intéresse un seul chromosome ou inter-chromosomique
(translocation) lorsque deux chromosomes ou plus sont en cause.

Ces réarrangements chromosomiques sont la conséquence d’une instabilité géno-
mique liée aux caractéristiques de ’architecture du génome. Ils sont a l'origine de
la notion de désordre génomique introduite par [Lupski 1998] : ce terme désigne
une pathologie causée par une altération du génome (délétions, duplications, inver-
sions ou translocations) aboutissant & une perte, un gain ou une perturbation de
Iintégrité structurale d'un géne. Leur taille varie de quelques centaines a plusieurs
millions de paires de bases.

Les points de cassure de ces réarrangements chromosomiques se répartissent sur
I’ensemble du génome avec toutefois une prédominance au niveau des régions péri-
centromériques et subtélomériques, du fait que ces zones présentent une architecture
génomique complexe comme en témoigne la présence de duplications segmentaires
ou des séquences palindromiques.

Ces réarrangements sont le plus souvent sporadiques et s’expliquent par différents
mécanismes qui sont dépendants de ’architecture locale du génome.

1.3.4.1 Les séquences répétées du génome

Dans ’ADN humain, au moins 20 4 30% du génome consistent en des séquences
répétitives.

Les séquences intercalées

Elles correspondent a des séquences modérément répétitives et représentent moins
de 10 copies par génome haploide. Elles sont intercalées entre des séquences uniques.
En fonction de leur longueur, elles sont classées en « longues séquences répétées
intercalées » (long interspersed repeat sequences ou LINEs) dont la taille est de 6
a 7kb et « courtes séquences répétées intercalées » (short interspersed repeat
sequences ou SINEs) d’'une taille de 70 & 300pb. Parmi ces derniéres, on recense les
séquences de la famille Alu.

Les duplications segmentaires ou « low copy repeats » (LCR)

Tl s’agit de séquences de 10 a 300kb, présentant plus de 95% d’homologie,
souvent associés a des séquences Alu. Elles sont localisées en particulier au niveau
des régions péricentromériques et subtélomériques. Elles peuvent correspondre a
des génes, des pseudogénes, des fragments de génes, des « clusters »de génes ou
tout autre segment chromosomique. Elles représentent de 5 a 10% du génome et
expliquent la présence de points chauds de recombinaison.
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Selon l'architecture du génome dans la région soumise au remaniement chro-
mosomique, on distingue les réarrangements récurrents, dont les points de cassure
sont fixes, des réarrangements non récurrents pour lesquels les points de cassure
sont variables mais & partir desquels il est possible de définir une région minimale
critique dans laquelle se trouve(nt) le(s) géne(s) responsable(s) du phénotype.

Trois mécanismes principaux ont ainsi été décrits pour expliquer ’apparition des
désordres génomiques [Gu 2008] :

— la recombinaison homologue non allélique,

— la ligature d’extrémités d’ADN non homologues,

— linterruption de la fourche de réplication et commutation de cible.

1.3.4.2 Réarrangements récurrents résultant d’une recombinaison ho-
mologue non allélique

La recombinaison homologue non allélique (NAHR) au cours de la méiose
correspond au mécanisme le plus fréquent & Porigine de réarrangements génomiques
récurrents. Sa survenue au cours de la mitose est quant & elle & 'origine de mo-
saiques chromosomiques rencontrées en particulier lors de la survenue de cancers.
Elle nécessite la présence de séquences homologues que sont les duplications
segmentaires. Une recombinaison homologue non allélique entre des duplications
segmentaires sur le méme chromosome en orientation directe conduit & des dé-
létions/duplications alors qu'une NAHR entre des duplications segmentaires en
orientation inversée aboutit a une inversion. Une translocation réciproque est le
résultat d’'un réarrangement faisant intervenir des duplications segmentaires sur
des chromosomes différents (figure 1.2).

Ce mécanisme explique d’une part la récurrence de syndromes microdélétionnels,
et d’autre part l'existence d'un syndrome lié & la microduplication correspondant
a la méme région et qui est souvent identifiée parralélement a la découverte de la
microdélétion.

Les exemples sont nombreux, illustrant 'importance de ce phénomeéne dans les pa-
thologies humaines.

— Ainsi, la délétion/duplication en 22ql1.2 (syndrome de DiGeorge (MIM
188400) et duplication 22q11) d’une taille de 1,5 ou 3Mb est liée & la pré-
sence de duplications segmentaires LCR22 [Edelmann 1999].

— La microdélétion d’une taille de 3,7Mb responsable du syndrome de Smith-
Magenis et la microduplication responsable du syndrome de Potocki-Lupski
(MIM 610883) [Potocki 2000] en 17p11.2 s’expliquent par la présence de
LCR (SMS-REP) de 200kb dans cette région [Chen 1997].

A Tinverse, la connaissance de ces LCR a permis la découverte de nouveaux
syndromes par le biais de la recherche de déséquilibres dans les régions délimitées
par les LCR a I’aide de 'array-CGH. C’est ainsi qu’ont été caractérisés les syndromes
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microdélétionnels 17q21.31, 17q12, 1524, 15q13.3, et 1q21.1.

La région 15q13 par exemple, de part la présence de duplications segmentaires
complexes, est soumise & des réarrangements chromosomiques : [Sharp 2008] ont
ainsi décrit une délétion récurrente de 1,5Mb (entre 2 LCR dénommeés BP4 et BP5)
dont la fréquence est estimée a 1/40 000.
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Fig. 1.2 — Recombinaison homologue non allélique médiée par des duplications
segmentaires. Les séquences répétées sont représentées par les fleches (orientation
dans le sens de la fleche). (al) Recombinaison entre des duplications segmentaires
dans la méme orientation -> délétion ou duplication . (a2) Recombinaison entre des
duplications segmentaires inversées -> inversion. (b) NAHR interchromosomiques
(a gauche) ou interchromatidiens (au centre) -> délétions-duplications réciproques.
NAHR intrachromatiniens (a droite) -> délétion. D’apres [Gu 2008]

1.3.4.3 Ligature d’extrémités d’ADN non homologues

Les cassures d’ADN double brin apparaissent soit au cours de processus physiolo-
giques tels que la méiose, soit a la suite de stress génotoxiques (radiations ionisantes,
ultraviolets, produits chimiques mutagénes) et surviennent suite & une bréche au ni-
veau de la fourche de réplication. Ce type de cassure a été mis en évidence avec
une fréquence de 5 a 10% dans des cellules de mammifeéres en culture. Elles sont ex-
trémement délétéres puisqu’aboutissant a la mort cellulaire ou a des remaniements
génétiques.

Leur réparation repose sur deux systémes principaux : la recombinaison homo-
logue qui utilise une séquence d’ADN identique & la séquence endommagée comme
matrice ou la ligature d’extrémités d’ADN non homologues (NHEJ : non ho-
mologous end joining) qui correspond a la resoudure des extrémités d’ADN cassées.
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Dans ce cas, aprés avoir détecté une cassure double brin de 'ADN, les systémes
de réparation réalisent un « pontage moléculaire », suivi de la modification des
extrémités afin de les rendre compatibles en vue de la ligation. L'une des carac-
téristiques de ce type de réparation est donc la perte ou Iajout de quelques
nucléotides d’origine indéterminée a la jonction.

Ce mécanisme est a 'origine de délétions ou de duplications.

On peut citer l'exemple de delétions ou duplications non récurrentes dans le
géne PLP1 (proteolipid protein 1) en Xq22 associées au syndrome de Pelizaeus-
Merzbacher (MIM 312080) pour lesquelles le séquengage des points de cassure
montre 'ajout de nucléotides d’origine inconnue |[Inoue 2002|, [Woodward 2005].

1.3.4.4 Interruption de la fourche de réplication et commutation de cible
(FoSTeS)

Un mécanisme basé sur les erreurs de réplication de ’ADN explique les réarrange-
ments non récurrents et le plus souvent complexes tels que des duplications-délétions
séparées par des régions non dupliquées ou des duplications-triplications : il s’agit
du « fork stalling and template switching » (FoSTeS) (interruption de la fourche de
réplication et commutation de cible). Dans ce cas, les sites de jonctions présentent
des microhomologies de 2 a 5 nucléotides, ne pouvant par conséquent pas étre a
Iorigine d’une recombinaison homologue. Il est & noter que les jonctions sont situées
a proximité de LCR, de séquences palindromiques ou de structures cruciformes.

Dans un premier temps, une bréche au niveau d’un brin d’ADN cible d’une
fourche de réplication entraine une rupture de celle-ci.
Le brin d’ADN retardé, du fait de microhomologies & l'extrémité 3’ se fixe au
niveau d'une seconde fourche de réplication située a proximité (a une distance de
120 a 550kb).
Le croisements de deux fourches de réplication aboutit donc a l'insertion d’une
séquence provenant d'un chromosome différent puis le retour a la chromatide sceur
survient soit en amont ou en aval de la cassure initiale. Selon sa position, le résultat
final est une délétion ou une duplication [Hastings 2009].
La répétition de ce phénomeéme conduit a des remaniements complexes. L’ave-
nement des techniques d’étude du génome plus résolutives telles que array-CGH
a mis en évidence ces remaniements et a donc permis d’établir ce modéle. 11 a été
évoqué pour expliquer notamment les réarrangements complexes observés au locus
MECP2 |Bauters 2008|.
Ce mécanisme est illustré par la figure 1.3.

La comparaison des 3 mécanismes précédemment décrits est illustrée par la figure
1.4.



16 Chapitre 1. Introduction

Fia. 1.3 — Interruption de la fourche de réplication et commutation de cible
(FoSTeS) : aprés cassure de la fourche de réplication, la formation d’une seconde
fourche est liée & une microhomologie de séquence. D’apres [Hastings 2009].

NAHR NHEJ FoSTeS
- s EEEE
T =="°3
__:T_—:_E-E
= B= =-==E £ =5
. =

FiG. 1.4 — Comparaison des 3 mécanismes a ’origine de réarrangements génomiques.
D’apres [Gu 2008|.
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1.3.5 Impact des réarrangements chromosomiques sur le phéno-
type

Il dépend en général de la variation de matériel chromosomique (perte ou gain).
Ainsi, les réarrangements déséquilibrés se traduisent plus souvent par un phénotype
pahologique que les réarrangements équilibrés.

1.3.5.1 Réarrangements déséquilibrés

La répercussion phénotypique d’un réarrangement chromosomique déséquilibré

tel qu'une délétion ou une duplication dépend des génes inclus dans la région en
déséquilibre et de leur fonction. Les troubles observés sont en effet la conséquence
d'un effet de dosage génique, d’une interruption de séquence ou dun effet de
position.
On peut citer comme exemple de délétion, le syndrome de DiGeorge (MIM
188400) dt a une microdélétion du bras long du chromosome 22. Dans ce cas,
I'haploinsuffisance du géne TBX! (T-BOX 1, MIM 602054) est responsable de
la majorité des symptomes de la maladie, & savoir la cardiopathie conotroncale,
la dysmorphie faciale, I’hypoplasie thymique, l'insuffisance vélopharyngée avec
fente palatine ainsi que le dysfonctionnement parathyroidien se traduisant par
une hypocalcémie. On peut ainsi expliquer les signes cardiaques décrits dans ce
syndrome par le fait que ce géne joue un role important dans le développement de
I’arc artériel pharyngé : d’aprés un modele murin, son haploinsuffisance conduit a
une interruption de l'arc aortique [Lindsay 2001].

Par ailleurs, pour une région donnée, délétions et duplications se traduisent par

un phénotype différent, soulignant le fait que le phénotype lié & ’haploinsuffisance
est plus séveére.
Les délétions et duplications de cette méme région 22ql1.2 en constituent un
exemple. Une duplication de taille identique a celle de la délétion précédemment
décrite a été mise en évidence initialement chez des sujets dont le phénotype pré-
sentait des similitudes avec celui lié a la délétion [Ensenauer 2003]. Le phénotype
des sujets porteurs de cette duplication s’avére en fait étre extrémement variable,
allant de ’absence de symptémes & un retard mental sévére, une dysmorphie faciale
et des malformations cardiaques [Wentzel 2008].

Certains de ces déséquilibres (délétions ou duplications) sont récurrents et
ont été reliés a des pathologies mendéliennes autosomiques dominantes ou
récessives ou liées a I’X mais ils ont également été mis en relation avec des maladies
« complexes »telles que la maladie d’Alzheimer (duplication d’APP), l'autisme
(délétion homozygote en 3q24), le retard mental (délétions 15q13.3, 17q21.31), la
schizophrénie (délétions 1q21.1, 15q11.2 et 15q13.3) par exemple [Zhang 2009].

Enfin, de tels déséquilibres génomiques ne se traduisent pas systématiquement
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par un phénotype délétére, preuve en est I'existence de variations de nombre de
copies polymorphes.

Un CNV ou variation de nombre de copies est défini comme un segment d’ADN dont
la taille varie de 1kb & plusieurs Mb et dont le nombre de copies est différent de celui
d’un témoin pour lequel il est fixé a 2. Ces polymorphismes sont répartis sur I'en-
semble du génome et répertoriés sur le site Database of genomic variants'. Leur
nombre n’a cessé de croitre. Depuis 2004, 35 publications font état de CNV réper-
toriés sur ce site, ce qui représente 29 133 CNV correspondant & 8 410 loci répartis
sur I'ensemble des chromosomes. Ils représenteraient 5% du génome humain. Ils sont
inclus dans des génes dans environ la moitié des cas, mais aussi dans des régions
correspondant a des éléments ultraconservés (0,28% des CNV) ou des microARN
(1% des CNV) potentiellement régulateurs de 'expression de génes et peuvent ex-
pliquer une variation d’expression génique dans 17% des cas [Stranger 2007]. Leur
effet peut alors se traduire par un effet de dosage génique (délétion, duplication) ou
étre lié a l'interruption d’un géne.

1.3.5.2 Reéarrangements équilibrés

Impact sur la descendance

L’un des risques principaux d’un réarrangement équilibré réside dans la produc-
tion de gameétes déséquilibrés & la méiose, responsable d’aneusomie segmentaire dans
la descendance. Dans le cas d'une translocation équilibrée, dans la majorité des
cas, les gamétes formés sont normaux par ségrégation méiotique de type alterne.
Le risque est essentiellement lié¢ & la production de gamétes anormaux conduisant
& des fausses couches multiples ou a la naissance d’un enfant présentant des ano-
malies congénitales en raison d’un déséquilibre, avec une monosomie partielle d'un
des chromosomes impliqués dans la translocation parentale, associée a un trisomie
partielle du second.
Dans le cas d'une inversion péricentrique, le changement dans 'ordre des génes
ne provoque pas en général d’anomalie phénotypique mais elle peut aboutir a la
formation de gameétes déséquilibrés de par la recombinaison méiotique entre les 2
chromosomes homologues, au moment de la formation de la boucle d’inversion, d’ou
un risque non négligeable de descendance anormale.

Impact sur le phénotype de I’individu porteur

Les réarrangements équilibrés sont le plus souvent asymptomatiques car la tota-
lité de I'information génétique est présente. Néanmoins, [Warburton 1991] a estimé
le risque d’anomalie congénitale sévere & 9,4% pour les inversions. D’apreés une étude
de [Bugge 2000] sur la population danoise et du sud de la Suéde, la fréquence des
remaniements chromosomiques équilibrés décelés & partir de caryotypes en période
post-natale, associés a une pathologie serait de I'ordre de 0,3%, incluant des trans-
locations réciproques de novo (0,16%) et des inversions de novo (0,01%). Cette

Yhttp//projects.tcag.ca



1.3. Les chromosomes et les anomalies chromosomiques 19

fréquence est 6 fois supérieure a celle de ces remaniements dans la population gé-
nérale. Dans la moitié des cas, il s’agit de retard mental avec ou sans dysmorphie
et/ou malformation congénitale, associé ou non a des symptomes neurologiques ad-
ditionnels. Par ordre de fréquence, suivent les réarrangements décelés lors d’un bilan
d’infertilité.

Pathologies de point de cassure

Lorsque la cassure chromosomique conduit & linterruption d’un géne et par
conséquent & une modification de sa structure ou de sa régulation, ceci peut avoir
comme conséquence directe une modification de son profil d’expression. Si ce géne
est impliqué dans le développemnt embryonnaire ou dans une voie de signalisa-
tion particuliére, le retentissement sur le phénotype peut étre important. Ainsi,
[Vandeweyer 2009] ont recensé 32 cas de translocations équilibrées sur 92 pour les-
quelles un géne interrompu du fait de la translocation a été mis en cause dans le
retard mental. Il s’agit de génes codant des protéines dont I'altération de la fonc-
tion peut expliquer le retard mental. On peut relever par exemple les génes ZEB2
(intervenant dans le développement embryonnaire des structures neuronales), NSD1
et CREBBP (régulateurs de la transcription), CNTN/ (intervenant dans la synap-
togénese) et SHANKS.

Pathologie récessive
Dans le cas de translocations familiales en particulier, le phénotype observé chez
I’enfant et non chez le parent porteur de la méme translocation peut étre di a la
présence d'une mutation ponctuelle sur I'alléle non transloqué, révélant ainsi une
pathologie a transmission récessive.

Effet de position
Ce phénomeéne conduit a la modification du niveau d’expression d’un géne, liée a
un changement de la position de ce geéne par rapport a son environnement chromo-
somique normal, sans mutation intragénique ou délétion [Kleinjan 1998]. Ceci est en
fait lié a l'interruption de séquences régulatrices nécessaires a 1’expression correcte
d’'un géne. On en distingue 3 types :
— la région promotrice pour l'initiation de la transcription,
— des séquences « enhancers »ou « silencers » correspondant a des sites de fixation
de facteurs de transcription,
des séquences régulant localement la conformation de la chromatine dont
dépend D'accessibilité des facteurs de transcription & P’ADN.

L’identification de séquences régulatrices est donc importante pour expliquer
les conséquences d’un remaniement chromosomique n’altérant pas directement un
gene. Une meilleure connaissance de ces derniéres a été possible grace notamment
au consortium ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements) : cette collaboration
internationale a pour but d’établir une liste des éléments fonctionnels du génome
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humain (sites de fixation des facteurs de transcription, modification des histones,
sites sensibles & la DNAsel, méthylation de ’ADN, annotation des génes).

Elles correspondent en général a des séquences non codantes hautement
conservées au cours de ’évolution, représentant de 1 & 2% du génome humain
et localisées essentiellement dans les régions intergéniques. Celles-ci ont été
initialement définies comme des séquences de plus de 100pb présentant plus de
70% d’homologie entre le génome humain et celui de la souris et représentent
1,3 millions de séquences. Par la suite, ’alignement a été élargi a d’autres es-
péces phylogénétiquement plus éloignées, la conservation entre plusieurs espéces
constituant un critére suplémentaire en faveur de leur fonction régulatrice. Selon
[Ovcharenko 2004], un seuil de conservation de 350pb et de 77% d’homologie entre
I’homme et la souris conduirait a mettre en évidence la majorité des séquences
conservées qui ont une telle fonction.

Un autre argument en faveur de la fonction régulatrice est la proximité de génes
impliqués dans le développement : il a ainsi été mis en évidence que les séquences
ultraconservées, c’est-a-dire présentant 100% d’homologie entre I'homme et la
souris et/ou hautement conservées entre les vertébrés (homme, souris, téraodon,
poulet), sont & proximité de ces génes et sont susceptibles d’assurer leur régulation
[Dermitzakis 2005].

Les conséquences d'un réarrangement chromosomique affectant ces séquences
qui peuvent se situer & une distance de plus de 1Mb du geéne qu’elles régulent,
s’expliquent par différents mécanismes.

— Il peut séparer le promoteur et I'unité de transcription de ses éléments ré-
gulateurs situés & distance, inhibant leurs effets aussi bien activateurs que
répresseurs.

— A linverse, le réarrangement peut entrainer le rapprochement entre un géne
et 'activateur d’un second géne, d’ott une dérégulation de l’expression du
premier géne : ce phénomeéne est décrit notamment en cancérologie, dans le
lymphome de Burkitt par exemple, ou le protooncogéne C-MYC' localisé sur
le chromosome 8 est dérégulé en raison de la proximité d'un activateur des
immunoglobulines suite & une translocation t(8;14), t(2;8) ou t(8;22).

— Un géne et ses éléments régulateurs peuvent se retrouver & proximité d’un se-
cond géne, ce qui a pour conséquence une compétition concernant la régulation
de ces deux génes et donc une diminution du niveau d’expression.

Un rapprochement de régions d’hétérochromatine et d’euchromatine peut se
produire, empéchant la transcription du géne.
Ces différents mécanismes sont représentés sur la figure 1.5.

Pour pouvoir expliquer le phénotype observé par un effet de position, il est
bien siir nécessaire d’avoir démontré 'implication du géne situé & distance dans
le phénotype, notamment par la mise en évidence de mutations perte de fonction.
[Baala 2007] ont ainsi décrit un cas de translocation t(3;10)(p24 ;q23) homozygote
n’interrompant aucun geéne mais qui a conduit a la perte d’expression du transcrit du
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géne EOMES (eomesodermine) situé a 215kb du point de cassure sur le chromosome
3 et donc & une microcéphalie associée & une polymicrogyrie et une agénésie du corps
calleux.

A = PP ==

erhancer X
—. §

wrihance '_

LCP or
Cc amulator

enfiancet
D | e -

—a e

apbancer

FiG. 1.5 — Mécanismes pouvant expliquer un effet de position : (A) éloignement
d’une séquence activatrice de l'unité transcriptionnelle. (B) rapprochement entre
une séquence activatrice et un gene. (C) suppression d’une séquence régulatrice. (D)
Compétition entre deux génes pour une méme séquence activatrice (E) modifica-
tion de lenvironnement chromatinien d’'un géne (rapprochement entre une région
d’hétérochromatine et un géne. D’aprés [Kleinjan 1998|.

Déséquilibre associé a une translocation apparemment équilibrée

La définition d’une translocation équilibrée a longtemps reposé sur I'absence de
perte ou de gain de matériel chromosomique visible par les techniques de cyto-
génétique dite conventionnelle, a savoir en particulier le caryotype dont la limite
de résolution est de I'ordre de 5 & 10Mb. Les avancées technologiques de cytogé-
nétique moléculaire, en particulier les progrés concernant la résolution des tech-
niques grace a lintroduction de I'array-CGH, ont conduit & reconsidérer les trans-
locations apparemment équilibrées. Un déséquilibre au niveau du point de cassure
ou a distance de celui-ci est en effet retrouvé dans environ 40% des cas avec cette
technique [De Gregori 2007|, [Schluth-Bolard 2009]. Ces résultats remettent donc en
cause I’hypothése d'une pathologie de point de cassure dans un certain nombre de
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cas puisque le phénotype pourrait s’expliquer par un effet de dosage génique. Et
ce d’autant plus que |Baptista 2008], dans une étude comparative de sujets sans
phénotype particulier et de patients & phénotype anormal, ont mis en évidence des
déséquilibres non décrits comme polymorphes associés au point de cassure unique-
ment dans le second groupe. Le possible retentissement sur le phénotype du patient
dépend alors de la nature des séquences en déséquilibre et notamment des génes
inclus.

Remaniement chromosomique complexe associé

Un réarrangement « apparemment »équilibré décelé chez un patient a phénotype
anormal peut en fait correspondre & un remaniement complexe, impliquant 2 chro-
mosomes ou plus, avec au moins 3 points de cassure. Ceci rend I'interprétation des
conséquences phénotypiques d’un tel réarrangement d’autant plus délicate que le
risque de phénotype anormal associé & une translocation équilibrée augmente avec
le nombre de points de cassure. Une revue de la littérature recensant 60 cas de
translocations équilibrées complexes revéle ainsi que sur 27 patients avec un réar-
rangement de novo, 14 présentent un phénotype anormal [Madan 1997]. En outre,
|Patsalis 2004] retrouvent un réarrangement complexe identifié grace & une tech-
nique de FISH dans 3 cas sur 20 de translocations équilibrées décelées au caryotype.
Ces éléments soulignent donc 'importance de la caractérisation moléculaire des
points de cassure de ces translocations par FISH mais aussi de la recherche de
déséquilibres associés par array-CGH.
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Abstract
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1. Introduction ques sont la premiere cause identifiée de retard mental d’ori-

gine génétique [2].

Les techniques de cytogénétique ont mis en évidence le role
essentiel des anomalies chromosomiques constitutionnelles a
I’origine des handicaps mentaux, des syndromes malformatifs
et d’échecs de la reproduction [1]. Les anomalies chromosomi-

* Auteur correspondant.
Adresse e-mail : p.jonveaux@chu-nancy.fr (P. Jonveaux).

La pratique d’un caryotype constitutionnel fait ainsi partie
de la démarche diagnostique habituelle face a un retard mental
(RM). L’analyse clinique a la recherche dune dysmorphie
faciale, de malformations associées, de troubles du comporte-
ment pourra orienter vers une région chromosomique spéci-
fique. Ainsi au cours de ces dernieéres années, de nouvelles
entités syndromiques « chromosomiques » comprenant un
RM ont été identifiées. Toutefois, la mise en évidence d’une
anomalie déséquilibrée (trisomie et/ou monosomie partielle)

0369-8114/$ - see front matter © 2006 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

doi:10.1016/j.patbio.2006.04.002
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est fonction du pouvoir de résolution de la technique d’analyse
des chromosomes. L’analyse cytogénétique conventionnelle
(avec un seuil de résolution de 400 bandes distinctes par gé-
nome haploide) ne détecte pas les réarrangements de moins de
5 Mb voire plus si ’anomalie est dite cryptique, intéressant des
régions possédant un profil de bandes similaire. Les techniques
de haute résolution ont permis d’augmenter la sensibilité de
I’analyse cytogénétique, et de passer de la résolution du caryo-
type « standard » a une résolution améliorée (> 550 bandes).
Les anomalies chromosomiques détectables par le caryotype
sanguin représentent environ 5 % des patients ayant un retard
mental inexpliqué [3].

Les techniques de biologie moléculaire (hybridation des aci-
des nucléiques) ont été appliquées avec succes a la cytogéné-
tique dans les années 1990. L’hybridation in situ révélée par
fluorescence (FISH : fluorescence in situ par hybridation) offre
la possibilité d’aller plus loin dans le degré de résolution et
I’exploration des anomalies chromosomiques au-dela des tech-
niques classiques [4]. Elle est indispensable au diagnostic des
microremaniements chromosomiques, délétions et duplications
dont I’identification constitue un progres décisif pour I’¢lucida-
tion des causes de retard mental. Dans le champ de la micro-
cytogénétique, certaines délétions interstitielles ou terminales
sont responsables de syndromes maintenant bien identifiés tels
par exemple le syndrome de Williams en 7q11.23, le syndrome
de délétion 22q11, le syndrome de Smith-Magenis en 17p11.2,
la délétion 1p36. Tout particuliérement, les microremaniements
des régions subtélomériques sont observés chez environ 5 %
des patients avec un RM associé¢ a un syndrome dysmorphique
et/ou une anomalie de la croissance [5,6]. La relative petite
taille (1 a 4 Mb) de ces anomalies fait qu’elles ne sont détecta-
bles que par d’autres approches telles les techniques de cyto-
génétique moléculaire. Si I’information clinique est évocatrice,
elle conduira vers le locus d’intérét, 1’utilisation de la FISH
confirmant alors dans la plupart des cas le diagnostic. Les tra-
vaux de cartographie physique sur ces microremaniements ont
révélé la présence de séquences flanquantes répétées prédispo-
sant trés vraisemblablement aux événements de recombinaison
homologue, a ’origine de délétions et de duplications [7]. Ces
duplications segmentaires ou duplicons étant distribuées dans
de nombreux sites du génome, d’autres événements de type
microdélétions ou microduplications seraient susceptibles d’ex-
pliquer certaines situations cliniques associées a un RM.
L’identification de ces microremaniements est donc dépen-
dante des sondes mises & disposition.

Dans le contexte d’un criblage génomique, les techniques
d’analyse globale actuellement disponibles en situation diag-
nostique reposent sur 1’hybridation génomique comparative
(CGH). Son principe consiste a cohybrider une méme quantité
d’ADN d’un patient et d’un témoin, marquée chacune par un
fluorochrome différent, sur les métaphases d’un sujet témoin.
La lecture se fait par I’intermédiaire d’un logiciel qui analyse le
rapport de fluorescence en chaque point du chromosome. Le
gain ou la perte de matériel chromosomique se traduit par
une déviation de I’intensité¢ de fluorescence. La taille des désé-
quilibres détectés est proche de celle du caryotype. Cependant
si la CGH sur chromosomes métaphasiques peut identifier des

déséquilibres non visibles au caryotype classique, elle ne dé-
tecte pas les remaniements de petite taille tels ceux observés au
cours des syndromes microdélétionnels et les anomalies subté-
lomériques. L’ensemble de ces données fait apparaitre le be-
soin d’une nouvelle approche de diagnostic cytogénétique dont
le but est de caractériser des déséquilibres chromosomiques de
petite taille (1 a 4 Mb) et a I’échelle pan-génomique, ¢’est-a-
dire sur un trés grand nombre de locus de facon simultanée, en
I’absence de signes cliniques évocateurs d’une région chromo-
somique d’intérét. Le jumelage de plusieurs technologies a per-
mis la miniaturisation des techniques d’hybridation, autorisant
la détection de milliers de molécules d’acide nucléique de fa-
con simultanée sur des matrices solides mesurant quelques cen-
timetres carrés [8]. La technologie émergente des puces a ADN
est donc une nouvelle approche pour répondre a de telles situa-
tions diagnostiques. Cette revue présentera la technique d’hy-
bridation génomique comparative sur microréseaux d’ADN et
ses applications dans I’identification et la caractérisation des
anomalies chromosomiques constitutionnelles.

2. Principe de ’hybridation génomique comparative
sur microréseaux d’ADN

Cette technique utilise le principe de la CGH sur un support
(lame de verre) au niveau duquel sont déposées des séquences
d’ADN connues ou cibles. Les sondes correspondent a ’ADN
du patient (ADN test) marqué par la Cyanine 3 (Cy3) et ’ADN
du témoin par la Cyanine 5 (Cy5). Les deux ADN en quantité
équivalente sont dénaturés puis préhybridés en présence
d’ADN de type Cotl (étape permettant de saturer les séquences
répétées contenues dans les sondes) et cohybridés en les dépo-
sant sur les cibles de la lame. La lame est ensuite placée dans
une chambre d’hybridation pendant au minimum 16 heures a
37 °C. Apres lavage de la lame, la lecture des signaux est réa-
lisée grace a un scanner laser automatisé. Une analyse bio-
informatique des données est ensuite réalisée a 1’aide d’un lo-
giciel qui enregistre l’intensit¢ de fluorescence de I’ADN
marqué a la Cy3 et de I’ADN marqué a la Cy5. Apres norma-
lisation des intensités de fluorescence, il établit un rapport des
intensités de fluorescence (RIF) et donne une représentation
graphique de ce rapport. Cette analyse est répétée pour 1’en-
semble des séquences d’ADN présentes sur la lame. Pour cha-
cune d’entre elles, un RIF égal a 1 correspond a un nombre de
copies normal c’est-a-dire deux, entre 1,3 et 1,4 a un gain
d’une copie et entre 0,6 et 0,7 a la perte d’une copie (Fig. 1).
Afin d’assurer, pour un méme patient, un controle interne du
résultat obtenu, une deuxiéme lame est hybridée mais cette
fois, ’ADN test est marqué par la Cy5 et ’ADN du témoin
par la Cy3. Les profils obtenus avec les deux lames sont super-
posés et seules les déviations concordantes sont retenues
comme anormales : gain pour une séquence d’ADN sur le pro-
fil de la premiére lame et perte pour la méme séquence avec la
deuxiéme lame. Cette technique permet théoriquement la dé-
tection de déséquilibres génomiques de séquences spécifiques
au seuil d’une copie, et donc la détection avec la méme sensi-
bilit¢ d’une délétion ou d’une duplication.
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ADN Témoin
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Hybridation comparative
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Fig. 1. Principe de I’hybridation génomique comparative sur microréseau d’ ADN.

1: Les Sondes

2: Les cibles

3 : Capture des signaux

4: Analyse des signaux

Les sondes sont représentées par I’ADN du patient (ADN test) et I’ADN du témoin marqués respectivement par un fluorochrome vert et rouge. Les deux ADN sont
cohybridés en quantité équivalente en présence d’ADN Cotl sur les cibles ADN déposées en microréseau sur un support solide. Les images des signaux fluorescents
sont capturées par un scanner et analysées. Les points rouges indiquent une perte de I’ADN test, les points verts un gain de I’ADN test et les points jaunes indiquent
la présence d’une quantité équivalente entre I’ADN test et I’ADN témoin. Le rapport de fluorescence peut étre représenté sous une forme graphique (exemple de
rapport d’une puce de la firme Spectral Genomics). La méthode de marquage inverse des deux ADN test et témoin permet de confirmer le déséquilibre compte tenu
de la concordance de la déviation (image en miroir entourée d’un cercle). Chaque point du graphique correspond a une cible dont la cartographie physique sur le
chromosome est connue permettant ainsi de quantifier la taille de I’anomalie et d’apprécier les génes impliqués dans le remaniement.

3. Les différents types de puces a ADN

La résolution de cette technique dépend de la taille des sé-
quences déposées sur la lame, du nombre et de I’espacement
régulier des séquences entre elles, en terme de couverture du
génome [9,10]. Par rapport a la résolution de la CGH sur mé-
taphase ou I’ADN est hautement condensé, celle de la CGH a
partir d’un réseau de cibles individualisées est nettement supé-
rieure. L’intensité du signal d’hybridation dépend en partie de
la structure et de la taille de I’ADN cible comparées a la com-
plexité de I’ADN sonde. Selon la nature des séquences dépo-
sées sur la lame, on distingue différents types de puces.

La cible peut étre représentée par des ADNc d’une taille de
0,5 a 2 kb. Les signaux les plus intenses seront observés sur-
tout pour les ADNc les plus longs avec une densité d’autant
plus grande d’exons présents sur la puce. Ces cibles ne s’hy-
brident pas uniformément avec 1’ensemble du génome sonde
compte tenu de leur constitution exclusive en régions exoni-
ques sans les promoteurs et autres sites de liaison des protéines.
Un avantage d’une telle puce réside dans le fait que les délé-
tions et les amplifications peuvent étre corrélées au change-
ment d’expression en utilisant la méme puce mais avec des
sondes de type ARN [11].

A T'opposé, les clones de grande taille (de 50 a 150 kb) de
type BAC (Bacterial Artificial Chromosome) et PAC (Phage
Artificial Chromosome) sont des cibles robustes pour la

sensibilité de détection du signal d’hybridation, et de plus
non limitées aux seuls génes annotés dans les bases de données
génomiques. Les puces couramment développées par les labo-
ratoires académiques et certaines firmes commerciales posse-
dent en moyenne 3 000 clones de ce type avec une résolution
avancée d’une mégabase c’est-a-dire une couverture de 10 %
du génome humain, en supposant que 1’espacement des cibles
est régulier tout au long du génome [8,12,13].

Les puces a oligonucléotides (de 20-25 bases) obtenues par
syntheése photolithographique détectent des polymorphismes
mononucléotidiques ou SNP (single nucleotide polymor-
phisms). Leur emploi nécessite un traitement préalable de la
sonde afin de réduire sa complexité génomique et diminuer la
probabilité d’hybridation croisée aux multiples cibles oligonu-
cléotidiques de la puce et donc de signaux non spécifiques
[14]. Ce type de cible donne une information sur la présence
d’une éventuelle aneusomie segmentaire mais aussi sur le statut
allélique du locus, avec la possibilité d’identifier une disomie
uniparentale [15].

La comparaison des trois types de puces, ADNc, SNP et
BAC sur I’ADN remanié de la lignée BT474 issue d’un cancer
du sein [16] a révélé que la puce BAC donnait les meilleurs
rapports signal-bruit de fond, bien adaptés a la détection des
altérations en copie unique de I’ADN.

En augmentant la taille des oligonucléotides (60-70mers) la
spécificité de I’hybridation s’améliore conduisant a une effica-
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cité comparable a celle des puces BAC quant a leur capacité a
détecter des aneusomies segmentaires et sans réduction préa-
lable de la complexité génomique de la sonde [17].

4. Les applications

Comme la trés grande majorité des anomalies chromosomi-
ques constitutionnelles conduit a un déséquilibre quantitatif
(gain ou perte de tout ou partic de chromosome), les puces a
ADN ont été utilisées avec succes dans la détection de ces
anomalies de structure déséquilibrées. A partir d’un microré-
seau constitué en moyenne de 3 000 BACs, correspondant a
une résolution théorique d’une mégabase (1 Mb), 16 a 25 %
d’aneusomies segmentaires ont été identifiées chez des patients
présentant un RM inexpliqué [12,18,19]. Ce fort taux reflete
sans ambiguité I’efficacité diagnostique d’une telle technologie
sans omettre toutefois un possible biais de sélection des pa-
tients. En effet, la plupart des patients a été inclue dans ces
études en raison de données cliniques évocatrices d’une ano-
malie chromosomique, notamment la présence d’un syndrome
dysmorphique et d’un trouble de la croissance. Par ailleurs, il a
été observé que la fréquence des remaniements cryptiques
intercalaires est de 2 a 3 fois celle des déséquilibres subtélomé-
riques qui étaient considérés jusqu’alors comme la deuxiéme
cause de RM apres la trisomie 21 [20]. Ces données confirment
ainsi la nécessité d’un criblage génomique large et non plus
limité aux seules extrémités télomériques.

Tout un nouveau champ de la pathologie chromosomique
reliée au RM s’est alors ouvert et ces résultats ont conduit na-
turellement a produire une puce « pan-génomique », avec une
couverture globale du génome, par le dépdt de 32 447 BAC
cibles se chevauchant pour la quasi-totalité d’entre-elles, soit
dix fois plus que la couverture des puces 1 Mb [21]. Cependant
ce maillage étroit de cibles génomiques a fait apparaitre une
nouvelle dimension de la nature complexe du génome humain
[22,23]. Des régions dispersées au sein du génome présentent
une variation dans le nombre de copies de grande taille (entre
50 et 150 kb) conduisant a des microduplications et des micro-
délétions. Ces microremaniements sont favorisés par la pré-
sence des séquences répétées homologues de grande taille ou
duplicons par un mécanisme de recombinaison homologue non
allélique [24]. Plusieurs études sur des populations témoins ont
considéré ces variations comme des polymorphismes relative-
ment fréquents. Un recensement de ces variations génomiques,
réguliérement mis a jour, est disponible sur le site http://pro-
jects.tcag.ca/variation/. Certaines de ces régions contiennent
des génes tel le géne du récepteur au neuropeptide Y4 dont
on connait le réle dans la régulation de la masse corporelle.
Les conséquences phénotypiques de ces polymorphismes sont
encore inconnues. Leur présence a 1’état homozygote ou com-
binée a d’autres polymorphismes non alléliques pourrait étre
potentiellement délétére. Dans cet esprit, une étude récente
[21] a identifié¢ grace a une puce a ADN pan-génomique et a
partir d’une cohorte de 100 patients atteints d’'un RM idiopa-
thique (avec un caryotype normal et aprés exclusion d’un re-
maniement subtélomérique), 274 de ces variations de nombre
de copies (VNC) d’une taille allant de 50 kb a 12 Mb dont 11

VNC considérées comme pathogeénes car apparues de novo
chez 10 patients (10 %), 5 VNC incertaines en 1’absence
d’étude parentale, et 258 VNC héritées d’un parent représen-
tant a priori un polymorphisme non relié au RM. Ces résultats
confirment que la technologie est trés robuste en terme d’iden-
tification d’aneusomies segmentaires (par exemple une dupli-
cation d’une taille inférieure a 1 Mb sera détectée par dix clo-
nes au lieu d’un seul diminuant le taux de faux positif). De
méme les auteurs a partir de cette étude concluent que la part
des anomalies chromosomiques a ’origine du RM serait de
20 %, en considérant 5 % identifiés a I’aide du caryotype,
5 % d’anomalies subtélomériques et 10 % d’anomalies intersti-
tielles. D’autres études seront manifestement nécessaires pour
étayer ces conclusions, mais d’ores et déja les microremanie-
ments hérités vont poser un sérieux probléme dans 1’état actuel
de nos connaissances quant a leurs implications diagnostiques.
11 sera nécessaire de faire la part entre un variant « neutre » ou
une anomalie délétére responsable du tableau clinique observé
chez I’enfant. La situation peut étre d’interprétation plus aisée
lorsque I’anomalie héritée (délétion ou duplication) est portée
par le chromosome X et que les données cliniques sont en fa-
veur d’un mode de transmission lié au chromosome X, avec un
ou plusieurs garcons de la famille atteint du RM lié a I’aneu-
somie segmentaire de 1’X, anomalie transmise par les femmes
indemnes cliniquement avec en plus chez elles une inactivation
biaisée du chromosome X remanié. En revanche s’agissant des
anomalies héritées des autosomes, il n’est pas possible
d’écarter I’hypothése d’un effet pathogéne par un mécanisme
d’empreinte parentale (bien connue pour certaines régions
génomiques), d’une pénétrance incomplete déja rapportée pour
certaines microduplications du chromosome 22 [25] ou de la
perte d’hétérozygotie pour un géne délétere récessif.

C’est pourquoi des plateformes spécifiques ont été récem-
ment mises en place, par le Wellcome Trust Sanger Institute
(www.sanger.ac.uk/PostGenomics/decipher/), I’European Cy-
togenetics Association (www.ecaruca.net/) dont le but est de
rassembler les données de cytogénétique moléculaire corrélées
aux informations cliniques qui leur sont associées. Ces plate-
formes fourniront les bases indispensables a la compréhension
de ces variations génomiques de grande taille et de leur rdle
dans la pathologie constitutionnelle.

Outre I’aspect diagnostique, cette technologie a aussi contri-
bué a la caractérisation clinique et moléculaire de différents syn-
dromes associés a une microdélétion ou une microduplication
[9,26]. La définition d’une région critique de 5 Mb a été obtenue
en 18q22.3-18q23 pour ’atrésie congénitale des conduits audi-
tifs externes [27]. Quatre microremaniements récurrents de la
région 17pl1-17pl2 associés respectivement a la maladie de
Charcot-Marie-Tooth de type 1 A, la neuropathie par hypersen-
sibilité a la pression, le syndrome de Smith-Magenis et le syn-
drome dup(17)(p11.2p11.2) ont été cartographiés précisément
[28]. Des puces ont été¢ développées afin de mieux cerner les
corrélations génotype-phénotype de certains syndromes micro-
délétionnels telle la délétion 1p36 [29]. La composition géno-
mique de chromosomes marqueurs a pu étre élucidée [30].

L’hybridation génomique comparative en microréseaux a
servi de fil d’Ariane dans I’identification de génes candidats
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de certaines pathologies. La mise en évidence d’une microdé-
létion en 8ql2 chez deux patients atteints du syndrome
CHARGE (syndrome associant colobome, anomalie cardiaque,
atrésie des choanes, retard de croissance, anomalie génitale et
anomalie des oreilles) a conduit a déterminer le géne CHD7
comme responsable de cette affection [31]. De méme dans la
quéte des geénes des retards mentaux non syndromiques liés au
chromosome X, le géne ZNF674 a été découvert grace a la
mise en évidence d’une délétion de 1 Mb en Xpll a l'aide
d’une puce constituée de BACs spécifiques de I’X [32].

La mise en évidence d’une mosaique d’anomalie chromoso-
mique semble accessible a cette technologie comme cela vient
d’étre démontré a partir d’'une puce BAC de 1 Mb sur un taux
aussi faible de 7 % de cellules avec une monosomie 7, situation
qui n’a pas été détectée par le caryotype [33].

5. Les limites de la technique

Les nombreuses publications ont largement fait état de 1’ef-
ficacité diagnostique de I’hybridation génomique comparative
sur microréseau d’ADN. Il existe toutefois des limites dans
cette efficacité mais elles doivent étre relativisées si 1’on consi-
dere les techniques dont nous disposons actuellement pour dé-
tecter les anomalies chromosomiques.

Assurément en premier lieu, les remaniements de structure
équilibrés ne seront pas reconnus par cette approche purement
quantitative. Ainsi la mise en évidence d’une anomalie désé-
quilibrée et de survenue de novo chez un enfant nécessitera
une analyse cytogénétique parentale pour chercher un éventuel
remaniement de structure équilibré. Cette analyse fera appel le
plus souvent a une technique FISH sur métaphases a ’aide de
sondes spécifiques afin d’identifier une translocation, une in-
version ou une insertion, anomalies & risque quant a la récur-
rence d’un déséquilibre ultérieur dans la descendance du cou-
ple mais aussi de ses apparentés.

De méme, bien que plus rares, les remaniements de struc-
ture équilibrés a 1’origine d’une pathologie de point de cassure,
par interruption de la structure d’un geéne ou de sa régulation
par effet de position, ne seront pas diagnostiqués par la puce.
Ces situations devraient étre guidées par la pratique au préa-
lable d’un caryotype.

Une anomalie de la ploidie (telle une triploidie) n’est pas non
plus identifiable car les échantillons test et témoin contiennent la
méme proportion de lot haploide par quantité d’ADN hybridée.

Finalement, il demeure la limite quant a l’interprétation
diagnostique des nombreuses VNC décrits précédemment.
Seule la collecte des données clinicobiologiques sur de grandes
séries internationales devraient nous éclairer sur le caractére
pathogéne de certaines de ces VNC.

6. Nouvel outil diagnostique en utilisation clinique

La technologie des puces a ADN appliquée au diagnostic
des aneusomies est une approche innovante qui a fait ses preu-
ves, comme en témoignent les publications de la littérature,
mais encore réservée a certains centres qui disposent d’une pla-

teforme technique adaptée avec le plus souvent le soutien lo-
gistique en termes de fabrication de la puce et d’interprétation
des données statistiques issues des résultats d’hybridation. Il
existe aussi des puces commercialisées depuis quelques années
qui sont mises a disposition des laboratoires de cytogénétique.
11 est fondamental de pouvoir connaitre la constitution précise
de la puce s’agissant des cibles déposées. Ainsi la sélection des
clones BAC/PAC doit étre drastique avec une étude préalable
par FISH pour vérifier la cartographie de chaque cible, unique
sans hybridation croisée sur d’autres sites du génome. La liste
des clones doit étre connue pour bien appréhender la résolution
de la puce. Dans la logique d’une utilisation a titre diagnos-
tique, les cibles doivent correspondre aux régions dont le désé-
quilibre est responsable de pathologies. Chaque région cible
devrait étre couverte par plusieurs clones, au mieux chevau-
chants, et encadrés par des clones flanquants témoins pour évi-
ter les risques de faux négatifs et de faux positifs. Pour les
mémes raisons, chaque clone devrait étre déposé en trois exem-
plaires et de fagon aléatoire sur la puce. Actuellement, 1’inter-
prétation des résultats doit étre appréciée a 1’aide d’une tech-
nique de marquage inverse entre I’ADN test et ’ADN témoin
pour éviter les variations inhérentes aux conditions d’hybrida-
tion sur la cible. Il est aussi indispensable de nos jours de
confirmer les résultats (délétion, duplication) de I’hybridation
génomique comparative en microréseau par une technique al-
ternative, FISH ou une technique moléculaire quantitative. En-
fin comme cela a été évoqué précédemment, 1’étude parentale
est obligatoire pour le diagnostic et le conseil génétique ulté-
rieur. Comme toute approche innovante dans le domaine du
diagnostic médical, une période d’évaluation sera donc néces-
saire notamment dans le choix éclairé des cibles a déposer sur
la puce. Cela s’appliquera tout particulicrement dans I’optique
avancée d’une utilisation en diagnostic prénatal [34].

7. Conclusion

L’activité médicale de diagnostic cytogénétique va bénéfi-
cier dans les années a venir d’un outil trés performant pour
dépister les déséquilibres génomiques. Cette révolution techno-
logique doit étre I'occasion de repenser 1’approche diagnos-
tique des anomalies chromosomiques dans un contexte clinique
et biologique. Comment s’organisera, en pathologie constitu-
tionnelle, I’exploration cytogénétique des patients face a cette
nouvelle technologie ? Quelle sera la stratégie a proposer dans
le choix des techniques d’analyse chromosomique ? Le choix
s’orientera t-il vers ’utilisation d’emblée d’une puce a ADN ?
S’il est encore trop tot pour répondre a cette nouvelle situation,
il ne faudra pas perdre de vue qu’au-dela de I’identification
d’un déséquilibre chromosomique, il existe un mécanisme
sous-jacent dont I’exploration pourra faire appel a d’autres ap-
proches qu’une puce, aussi sophistiquée soit-elle.
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CHAPITRE 2

Délétion subtélomérique 20q13.33
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Cette étude repose sur l'observation de deux patientes porteuses d’une délétion

subtélomérique de la région 20q13.33, présentant certes toutes deux un retard men-
tal, mais de sévérité différente avec des troubles associés variables. La cartographie
précise de ces déséquilibres apporte ici des informations indispensables & la com-
préhension des relations génotype-phénotype en pointant les génes responsables des
troubles plus sévéres de la patiente 2.
Ces études sont rendues possibles par un travail collaboratif qui permet, & partir de
cohortes de patients plus importantes, de colliger des cas similaires ou présentant des
aberrations chromosomiques semblables afin de mieux appréhender les mécanismes
physiopathologiques a l'origine d’un phénotype donné.

2.1 Le retard mental

2.1.1 Définition et fréquence

Le retard mental a été défini par I’American Association on Mental Retardation
(1992) comme une altération des fonctions cognitives et adaptatives observée chez
Uenfant. Il touche 3% de la population générale [Cans 1999], [Des Portes 2002] : le
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retard mental léger (quotient intellectuel (QI) de 50 & 70) qui survient avec une
incidence de 2 & 3% est 7 a 10 fois plus fréquent que le retard mental modéré (QI
de 35 a 50) ou sévere (QI de 25 a 35) retrouvés avec une fréquence de 3 a 4 pour
mille [Schaefer 1992].

2.1.2 Etiologies

Si les étiologies sont multiples, il faut noter la part importante des anomalies

chromosomiques, estimée entre 4 et 34% (en moyenne 16,1% soit 3906/24245 indivi-
dus) [Xu 2003]. Parmi celles-ci, la trisomie 21 est la plus fréquente des aneuploidies
(9,2%) et parmi les aneusomies segmentaires prédominent la microdélétion 22q11.2
(2,4%), le syndrome de William-Beuren (1,3%) et la monosomie 1p36 (0,6%). Le
syndrome de I’X fragile, anomalie monogénique, est quant a lui responsable de 1,2%
des cas de retards mentaux, d’aprés une étude de |Rauch 2006 portant sur une
cohorte de 600 patients atteints de retard mental et /ou anomalies congénitales mul-
tiples.
Les techniques de cytogénétique conventionnelle, offrant une résolution de 5 & 10Mb,
apporte un diagnostic dans 4 & 10% des cas [Schinzel 2001]. L’introduction de tech-
niques complémentaires telles que la FISH ou la MLPA (Multiplex dependant probe
amplification) ont conduit a la détection de réarrangements chromosomiques cryp-
tiques, touchant en particulier les régions subtélomériques, dans 5 & 10% des cas de
retard mental idiopathique et d’anomalies congénitales [Flint 1995], [Knight 1997],
[Knight 1999], [De Vries 2003], [Koolen 2004], [Monfort 2006]. Par la suite, I’array-
CGH a permis la caractérisation de déséquilibres génomiques quantitatifs (varia-
tions de nombre de copies ou CNV) a ’échelle pangénomique avec une résolution
de T'ordre de quelques kb et a révélé des aneusomies segmentaires dans 10 a 25%
des cas [Menten 2006], [Shaffer 2006], [Stankiewicz 2007]. La mise en place de cette
technique et son utilisation sur des cohortes importantes de patients a abouti a la
caractérisation de nouveaux syndromes microdélétionnels [Slavotinek 2008|.

2.2 Patiente 1

2.2.1 Clinique

Cette patiente a été suivie par le Dr Annick TOUTAIN (CHU de Tours). Elle
est la seule enfant d'un couple non apparenté, sans antécédents familiaux de retard
mental. Née & 38 semaines d’aménorrhée par césarienne au terme d’une grossesse
sans particularité, I'examen néonatal est normal (poids : 2840g, taille : 48,5cm, pé-
rimétre cranien (PC) : 33cm). Elle a présenté un retard des acquisitions motrices
puisque la station assise est acquise & 13 mois et la marche a 19 mois. En parallele, le
développement du langage est également retardé. Un nystagmus est apparu a l'age
de 10 mois. A 12 mois, elle a présenté une scoliose et une malposition du pied en
varus ayant nécessité une prise en charge orthopédique.

A 7 ans et 10 mois, elle présente un retard mental léger avec des difficultés de mé-
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morisation et des troubles de la motricité fine. Le retard de langage persiste avec
un niveau syntaxique insuffisant pour I'dge et des déformations phonologiques. Sa
croissance staturo-pondérale est marquée par un PC & 48,8cm (-2,3DS), la taille
(124,5cm, +0,3DS) et le poids (23kg, -0,5DS) étant par ailleurs dans les limites de
la normale, sa silhouette est longiligne. Sur le plan de sa morphologie cranio-faciale,
on note une microcéphalie, une brachycéphalie, une saillie de la suture métopique,
un léger prognathisme, une bouche & coins tombants, une antéversion narinaire, des
fentes palpébrales légérement obliques en haut et en dehors avec un léger hyperté-
lorisme. Elle présente par ailleurs une myopie.

L’IRM cérébrale s’est révélée normale, ainsi que ’audiogramme, 1’électroencéphalo-
gramme et les tests fonctionnels visuels (électrorétinogramme et potentiels évoqués
visuels).

2.2.2 Examens complémentaires cytogénétiques

Devant ce tableau clinique, un caryotype a été réalisé : il n’a pas montré de
remaniement a une résolution de 550 bandes. Secondairement, la FISH des régions
subtélomeériques a ’aide du kit Totel Vysion Multi- color FISH probe panel (Vysis)
a révélé une délétion subtélomérique des bras longs du chromosome 20. La
FISH reéalisée chez les parents avec une sonde télomérique 20q (Vysis) ne montre
pas de remaniement de cette région : ce déséquilibre est donc survenu de novo chez
cette patiente.

2.3 Patiente 2

2.3.1 Clinique

Cette patiente, suivie par le Pr Bruno Leheup (CHU de Nancy), est la premiére
enfant d’un couple non consanguin (seconde enfant de la mére et premiére enfant
du pere). Elle est née a 38 semaines d’aménorrhée au terme d’'une grossesse sans
particularité. A la naissance, la taille est normale, on note un périmétre cranien
a -1,3DS. Aprés une adaptation néonatale médiocre, elle a présenté une détresse
respiratoire avec cyanose refractaire malgré la mise sous ventilation artificielle. Ceci
a conduit a porter le diagnostic de transposition des gros vaisseaux associée & une
communication inter-auriculaire de type sinus coronaire, corrigée chirurgicalement
a I'age de 2 mois. Par ailleurs, elle a présenté des convulsions non fébriles (mouve-
ments tonico-cloniques concernant essentiellement 1’hémiface et le membre supérieur
droit) & deux mois de vie. L’électoencéphalogramme confirme le diagnostic clinique
de crises épileptiques subintrantes de type central droit. A 10 mois, 'IRM cérébrale
montre un corps calleux fin.

Des troubles autistiques sont apparus précocément avec un mauvais contact visuel,
des troubles relationnels et 'apparition de stéréotypies des mains & 2 ans. Sur le
plan morphologique, sont notés une trigonocéphalie, une rétraction bitemporale, un
épicanthus gauche, un léger hypertélorisme. Elle présente un retard de développe-
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ment psychomoteur : la tenue assise a été acquise a 21 mois et la marche & 3 ans et
3 mois. Le langage est absent.

2.3.2 Examens complémentaires cytogénétiques

Le caryotype réalisé dans un premier temps s’est révélé normal (résolution :

600 bandes).

I’ensemble des données cliniques ont amené la recherche de syndromes mi-
crodélétionnels par FISH ciblées : ainsi aucune microdélétion n’a été retrouvée
en 2211 au locus du syndrome de DiGeorge, les microdélétions en 4p (syndrome
de Wolf- Hirschhorn) ainsi qu’en 17p11.2 (syndrome de Smith Magenis) ont été
exclues. Le diagnostic moléculaire du syndrome d’Angelman par étude du profil de
méthylation dans la région 15q11-q13 montre un profil de méthylation normal avec
présence de l’allele maternel, la recherche d’un syndrome de Rett par recherche de
mutation du géne MECP2 s’est révélée quant a elle négative.

L’exploration de I’ensemble du génome a alors été entreprise a I’aide d’une tech-
nique d’array-CGH avec la puce Genosystem 1MB (Spectral Genomics). L’hy-
bridation en flip-flop de PADN de la patiente contre un ADN témoin a mis en
évidence une délétion de la région 20qter : 4 BAC de cette puce sont délétés
(RP5-1005F21, RP4-583P15, AL158091 et AL121581), le BAC proximal non délété
est RP5-1107C24 (figures 2.1 et 2.2). La distance entre le BAC proximal non délété
et le premier BAC délété définit l'intervalle d’incertitude dans lequel se situe le point
de cassure : il est de 114kb.

Cette anomalie a été confirmée par la mise en ceuvre d’une technique de FISH avec
les sondes subtélomeériques telvysion (Vysis) 20p (locus 20PTEL18) et 20q (locus
20QTEL14).

Cette délétion s’est révélée de novo aprés controle de la région par FISH chez les
parents & l'aide de ces mémes sondes.

Fia. 2.1 — Délétion 20q13.33 (patiente 2) : array-CGH (Genosystem 1MB) : ratio
de fluorescence cyanineb/cyanine3 pour les BAC hybridés sur le chromosome 20. En
rouge : hybridation de 'ADN de la patiente 2 marqué par la cyanine 3, en bleu :
hybridation de ’ADN de la patiente marqué par la cyanine 5. Les 4 BAC délétés en
20qgter sont entourés.
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2.4 Cartographie de la délétion chez les deux patientes

Afin de borner plus précisément les délétions 20q décelées chez ces deux pa-
tientes, une étude par FISH a été entreprise a I'aide de 12 BAC localisés dans cette
région, sélectionnés sur le site de 'UCSC' (University of California at Santa Cruz)et
Ensembl?, hybridés sur les chromosomes métaphasiques des patientes.

2.4.1 Patiente 1

La borne proximale de la délétion est localisée entre les BAC RP11-261N11 (non
delété) et RP11-365020 (déléte), le point de cassure se situant dans le géne KCNQZ2.
Sa taille est donc de 1,45Mb, 34 génes sont en déséquilibre.

2.4.2 Patiente 2

La borne proximale de la délétion se situe entre les BAC RP11-305P22 (non
delété) et RP11-402J8 (déléte) : la taille de celle-ci est donc de 1,83Mb, 40 génes
sont en déséquilibre.

Parmi les génes compris dans la région délétée commune, on peut noter le géne
KCNQ2, responsable d'une susceptibilité a 1’épilepsie. La position des sondes BAC
ainsi que les génes délétés chez les 2 patientes sont représentés sur la figure 2.2.
Cette région délétée ne correspond pas & un polymorphisme de nombre de copies,
aprés controle sur le site Database of genomic variants.

Dans un second temps, la cartographie de la délétion 20qter de la patiente 2 a
été confirmée par array-CGH a l’aide d'une puce a oligonucléotides 44K (Agilent) :
46 sondes en déséquilibre délimitent une délétion d’'une taille maximale de 1,89Mb,
incluant les mémes geénes que ceux retrouvés grace a la FISH (figure 2.3) 1l est &
noter que l'évolution technologique a été telle ces derniéres années, notamment en
ce qui concerne la couverture du génome humain et la résolution (actuellement de
lordre de quelques kb), que cette technique a supplanté la FISH pour I’établissement
des bornes des déséquilibres quantitatifs : un résultat comparable voire plus précis
est ainsi obtenu en une seule manipulation.

2.5 Discussion

2.5.1 Délétions terminales 20q décrites dans la littérature

Une délétion terminale isolée du bras long du chromosome 20 a été rapportée
chez 7 autres patients jusqu’a présent. Cependant, dans certains cas, les bornes ne
sont pas bien définies. Cette étude a été la premiére & décrire une délétion 20q13.33
avec des bornes précises, permettant ainsi une meilleure connaissance des génes

"http :// genome.ucsc.edu
Zhttp ://www.ensembl.org
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Fia. 2.2 — Cartographie de la région 20q13.33 : les bornes proximales des délétions
sont indiquées par les fleches pour les patientes 1 (P1bp) et 2 (P2bp). Les génes
pour lesquels une corrélation génotype-phénotype est discutée sont encadrés. D’aprés
UCSC (construction génomique hgl8, mars 2006) et database of genomic variants
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Fia. 2.3 Délétion 20q13.33 : array-CGH (44K, Agilent) : hybridation de ’ADN
de la patiente 2 marqué par la cyanine 5 contre un ADN témoin marqué par la
cyanine 3. Le rectangle violet délimite la région délétée. La ligne continue indique la
moyenne des ratios cy5/cy3 en logs (centrée sur 0 et déviée vers les valeurs négatives
a l'endroit de la délétion). Chaque point correspond a une sonde oligonucléotidique
(vert : délétion, rouge

: amplification, noir : absence de déséquilibre). Le tableau

indique les bornes ainsi que les tailles minimale et maximale de la délétion.
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impliqués dans les troubles observés et une corrélation génotype-phénotype.

Une délétion terminale de plus grande taille (20ql3qter) a été associée a
une épilepsie sévére, une dysmorphie faciale et des malformations des extrémités
[Fraisse 1981].

|[Roberts 2004| décrivent le cas d’un patient de 9 ans avec un retard de dévelop-
pement sans épilepsie. La tenue assise a été acquise a 8 mois, la marche a 15 mois.
Un retard de langage est noté (premiers mots & 3 ans et phrases courtes & 5 ans).
Sur le plan morphologique, il présente des fentes palpébrales orientées vers le haut,
des sourcils arqués, un nez bulbeux, un philtrum court et une lévre supérieure fine.

Deux autres délétions 20qter de novo ont été décrites, d’une part chez un garcon
de 11 ans avec anomalies congénitales multiples, et d’autre part chez un second
patient de 7 ans présentant un retard mental [Ravnan 2006].

Aucune indication n’est donnée quant & aux bornes précises des délétions mises en
évidence par FISH a l’aide de sondes subtélomériques dans ces 2 études.

[Béna 2007] rapportent le cas d'une enfant de 4 ans sans retard moteur ni
signe évident de dysmorphie mais dont le motif de consultation était un retard de
langage (3 mots & 4 ans, phrases simples & 6 ans et 8 mois). Elle souffre en outre
d’un strabisme convergent et présente une hyperlaxité des articulations et des pieds
plats. Une délétion 20qter de 1,1 & 1,6 Mb incluant les génes CHRNAJ et KCNQ2
a été mise en évidence.

En outre, une délétion de novo d’une taille identique & celle de la patiente
2, chez un patient présentant un retard mental, une hypotonie, une dyspraxie et
une apraxie de la marche, une épilepsie et des caractéristiques morphologiques
associant des fentes palpébrales obliques et en haut et un nez large a été rapportée
dans la base de données DECIPHER? (Database of Chromosomal Imbalance and
Phenotype in Humans Using Ensembl Resources) (patient 2615).

Une délétion 20qter de plus petite taille a enfin été rapportée par [Kroepfl 2008]
chez une patiente de 30 mois présentant un retard de développement sévére
associant un retard moteur, un retard de langage, un faible contact visuel et un
nystagmus.

D’autre part, un cas de délétion 20q de 1,6Mb mais associée a une duplication
terminale 20p de 4,7Mb, liées a l'existence d’une inversion péricentrique familiale
du chromosome 20, a été décrite chez une enfant de 7 ans souffrant d’épilepsie gé-
néralisée, d’ataxie modérée, de retard de développement et présentant des troubles
du comportement a type d’auto-agressivité. La dysmorphie faciale est modérée,

https ://decipher.sanger.ac .uk
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associant un front large, un hypertélorisme, un nez long, une lévre supérieure fine
et des oreilles dysplasiques [Ardalan 2005].

Les caractéristiques cliniques de ces patients sont résumées dans le tableau 2.1.

2.5.2 Corrélations génotype-phénotype

Les tailles des délétions 20qter décrites dans la littérature sont variables ainsi

que la sévérité des phénotypes associés. Cependant, les délétions mises en évidence
chez les patientes de cette étude ainsi que celles décrites dans la plupart des cas
ol les bornes sont déterminées emportent une quarantaine de génes parmi lesquels
3 sont reliés & un phénotype particulier : SOX18 (MIM 601618), KCNQ2 (MIM
602235) et CHRNA4 (MIM 118504). D’autre part, la comparaison des 2 patientes
que nous avons étudiées montre que la taille des délétions different de 324kb : les
génes CHRNA/J et ARFGAP1 (MIM 608377) sont inclus dans cet intervalle. Ces
génes, de par leur fonction, pourraient étre considérés comme étant responsables des
différences phénotypiques entre ces 2 enfants.
Curieusement, la plus petite délétion de cette région, rapportée par [Kroepfl 2008],
ne contient que 2 génes, MYT1 et PCMTD2, mais engendre un phénotype plus sé-
vére que ceux décrits chez la patiente 1 de cette étude et celle décrite par [Béna 2007].
L’épilepsie est retrouvée chez la plupart des patients avec une délétion des génes
KCONQ2 et CHRNA/, laissant supposer que 'haploinsuffisance de ces génes, en par-
ticulier du second, est bien en cause dans cette affection. Seule la patiente décrite par
[Béna 2007] ne souffre pas d’épilepsie, cependant celle-ci pourrait étre de survenue
plus tardive.

2.5.2.1 KCNQ2

Ce géne code une sous-unité d’un canal potassique voltage dépendant qui joue
un role important dans la détermination du seuil d’excitabilité des neurones
ainsi que dans la réponse aux afférences synaptiques. Des mutations de KCNQ2, des
délétions, des duplications et une insertion de 5pb ont été associées a des convul-
sions néonatales bénignes se caractérisant par des crises d’épilepsie survenant dés
les premiers jours de vie et se résolvant spontanément dans la premiére année de vie
dans la plupart des cas (MIM 121200). La transmission autosomique dominante, les
troubles observés s’expliquent par un mécanisme d’haploinsuffisance.

Ce géne est délété chez les deux patientes de cette étude et celle décrite par
[Béna 2007], cependant, seule la patiente 2 a présenté un épisode de convulsions
non fébriles & I'age de 2 mois. Cette expressivité variable est en effet l'une
des caractéristiques des épilepsies causées par des mutations des canaux ioniques
[Turnbull 2005].

Un modeéle murin Sztl correspondant & une délétion de 300kb du chromosome 2
comprenant les génes Keng2, Arfgapl et Chrnaj a I'état hétérozygote est associé
a une susceptibilité accrue a ’épilepsie, tout comme les mutants Kcng2 knock out,
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confirmant I'implication de ce géne dans la susceptibilité & ’épilepsie [Yang 2003].

2.5.2.2 CHRNA/J

Ce géne code la sous-unité a4 d’un récepteur nicotinique a ’acétylcholine, ex-
primé au niveau du cortex frontal, intervenant dans la transmission du signal synap-
tique. La liaison & ce neurotransmetteur entraine un changement conformationnel
de ce récepteur et 'ouverture d’un canal ionique transmembranaire. Une mutation
faux-sens dans ce géne a été reliée a I'épilepsie nocturne du lobe frontal a
transmission autosomique dominante (MIM 600513). Elle se caractérise par la sur-
venue de crises motrices hyperkinétiques ou toniques, apparaissant dans ’enfance et
persistant & I’age adulte. Le diagnostic en est souvent difficile du fait de la sympto-
matologie nocturne. En outre, une mutation hétérozygote de ce géne (Ser252Leu) a
été reliée a une épilepsie nocturne du lobe frontal associée & un retard mental léger
a modéré dans une famille coréenne [Cho 2003].

2.5.2.3 ARFGAPI1

Cette guanosine triphosphatase (GTPase) activant I’ADP rybosylation facteur
1 (ARF1) est associée au trafic membranaire au niveau de I’appareil de Golgi.
Le transport vésiculaire entre en jeu dans 'homéostasie intra et extracellulaire de
lipides et protéines. La formation des vésicules de transport est initiée par 'action
de GTPases. ARF1, en particulier, est nécessaire a la biosynthése des protéines
chaperonnes (COPI T). ARFGAPI1 induit 'hydrolyse d’ARF1, et par conséquent
interviendrait dans la dissociation des protéines chaperonnes pour permettre la fu-
sion des vésicules avec leur compartiment cible. Au vu de ces informations, ce géne
est apparu comme un géne dont ’altération pourrait étre en partie responsable du
phénotype de la patiente 2. Cependant, des données récentes ne vont pas dans ce
sens : le role I’ARFGAP1 dans la biosynthése des protéines chaperonnes n’a pas
été clairement établi in vitro et son inhibition par des SIARN (silencer ARN) ne
semble pas avoir de conséquence phénotypique in vivo [Beck 2009]. De plus, une
délétion incluant ce géne a été décelée chez 3 sujets controles/485 et 33/95 respec-
tivement par |[Jakobsson 2008] par array-CGH avec des sondes SNP et [Wong 2007|
par array-CGH avec des sondes BAC.

2.5.2.4 S0X18

Des mutations dans le géne codant le facteur de transcription SRY-box18
ont été décrites dans 3 familles dont 2 consanguines et reliées & ’hypotrichose-
lymphoedéme-télangiectasie [Irrthum 2003|, caractérisée par une hypotrichose
avec absence de cils, des oedémes lymphatiques des membres inférieurs ou des
paupiéres et des anomalies des vaisseaux sanguins périphériques (MIM 607823).
La transmission est autosomique dominante ou récessive. Cependant, aucun des
patients avec une délétion 20qter comprenant ce géne ne présente ces symptomes,
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suggérant que ’haploinsuffisance de ce géne n’est pas responsable de ce syndrome.

Ce travail a fait 'objet d’une publication scientifique dans la revue European
Journal of Human Genetic :
Genotype-phenotype correlations to aid in the prognosis of individuals with uncom-
mon 20q13.33 subtelomere deletions : a collaborative study on behalf of the « asso-
ciation des cytogénéticiens de langue francaise ».
Beri-Dezheimer M, Gregoire MJ, Toutain A, Brochet K, Briault S, Schaff JL, Le-
heup B, Jonveauz P.
Eur J Hum Genet 2007 Apr; 15(4) : 446-52.
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The identification of subtelomeric rearrangements as a cause of mental retardation has made a
considerable contribution to diagnosing patients with mental retardation. It is remarkable that for certain
subtelomeric regions, deletions have hardly ever been reported so far. All the laboratories from the
‘Association des Cytogénéticiens de Langue Francaise’ were surveyed for cases where an abnormality of
the subtelomere FISH analysis had been ascertained. Among 1511 cases referred owing to unexplained
mental retardation, 115 (7.6%) patients showed a clinically significant subtelomeric abnormality. We
report the clinical features and the molecular cytogenetic delineation of isolated de novo deletions on
20qg13.33 in two cases. Detailed mapping was performed by micro-array CGH in one patient and confirmed
by FISH in the two patients. We compare our data with the only three patients reported in the literature.
Both patients shared a deleted region of approximately 1.33 Mb including 40 genes, with a 324kb
difference between the two patients. Haploinsufficiency for CHRNA4 and ARFGAP1 may have contributed
towards a severe phenotype. In addition, the data in all patients suggest that haploinsufficiency for SOX178
may not cause the hypotrichosis—lymphedema-telangiectasia syndrome, or causes milder disease. Our
study gives important information by defining the size of imbalance and better predicting the phenotype.
Two clinically distinct phenotypes may be drawn, a mild mental retardation or a more complex and severe
phenotype, according to the presence or absence of the CHRNA4 and ARFGAPT genes respectively.
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Cryptic subtelomeric rearrangements are estimated to
account for approximately 5% of mental retardation
(MR)/malformation syndromes, with a higher deletion rate
in those with moderate to severe MR than in mild MR.}
Although in some subtelomeric rearrangements, the
phenotype is well described, there are many cryptic



rearrangements for which there is little or no phenotypic
information complicating the diagnostic and prognostic
implications. Therefore, further studies are needed to
delineate genotype-phenotype correlations for each hu-
man subtelomeric region. All the laboratories from the
‘Association des Cytogénéticiens de Langue Frangaise’
(http://www.eaclf.org) offering an appropriate cytogenetic
service were surveyed over a 10-year period (1994-2004)
for cases where a submicroscopic telomeric abnormality
had been ascertained. Among 1511 cases referred owing to
unexplained MR, 115 (7.6%) patients showed a clinically
significant subtelomeric abnormality. We report the pheno-
typic and the molecular cytogenetic characterization of
two patients with uncommon isolated de novo subtelomeric
20q deletions. Detailed mapping was performed by micro-
array CGH in one patient and confirmed by FISH in the
two patients. We compare our data with the only three
previously reported cases in the literature. These findings
are discussed with respect to the genes in the deleted
region of chromosome 20q13.33.

Materials and methods
Patients

Patient 1 is the only child of unrelated parents, aged 35
(mother) and 34 (father). Family history was negative for
congenital anomalies and/or MR. This girl was born at 38
weeks of gestation after an uneventful pregnancy and
delivery. The birth weight, length and head circumference
were normal. She sat at 13 months and walked at 19
months. At 7 years 10 months, she had mild psychomotor
retardation associated with a nystagmus and her language
abilities were mildly retarded with phonological abnorm-
alities. A physical examination showed the length to be
124.5cm (+0.3SD), weight 23kg (-0.5SD) and head

Figure 1

obtained from the parents of each child.
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circumference 48.8cm (-2.3SD). Craniofacial dysmor-
phism included microcephaly, brachycephaly, prominent
metopic suture, temporal narrowing, mild hypertelorism,
upslanting palpebral fissures, anteverted nares, down-
turned corners of the mouth and a thin upper lip
(Figure 1la). The neurological examination was normal.
Audiogram, electroencephalogram (EEG), visual evoked
potentials (VEP), electroretinogram (ERG), and a magnetic
resonance imaging (MRI) brain were normal. Patient 1 had
a normal 46,XX karyotype at 550-band resolution.
Patient 2 is the second child of a 29-year-old-mother
without medical report in her family. She has been treated
for recurrent depressive episodes with fluotexine for several
years. As soon as pregnancy was reported she was given
citalopram. The girl is the first child of her 28-year-old-
father. Family history was unremarkable. The pregnancy
was reported as normal with delivery at term. Birth weight
and length were normal. In the first hours of life, she
experienced respiratory distress leading to the diagnosis
of great vessels transposition. Full surgical correction was
done at 2 weeks. At 2 months of age she suffered of an
episode of convulsion without fever. The EEG was reported
as abnormal (data not available). A brain MRI performed at
the age of 10 months showed a thin corpus callosum.
Autistic behaviours were reported early on, with poor eye
contact contrasting with normal VEP. Smiling was first
reported at the age of 4 months and the oral language was
completely absent at the age of 28 months. At the age of 2
years, poor social relations were reported with stereotypies
of the hands. Sleep was irregular with multiple nocturnal
wake-up. She poorly reacted to noises and sounds without
anomalies of auditory evoked responses. Motor milestones
were also delayed: she sat at the age of 21 months and
walked at 3 years 3 months. Craniofacial dysmorphism
included trigonocephaly, temporal narrowing, mild

Facial appearance of patient 1 at age 3 years (a) and patient 2 at age 4 years (b). Written consents to publish these photographs were
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hypertelorism, and epicanthic folds (Figure 1b). Metabolic
evaluation was reported as normal at the age of 2 years.
High-resolution cytogenetic evaluation was normal (600
band level). FISH studies using different probes, that is,
17p11 (Smith-Magenis syndrome), 22qll (DiGeorge
syndrome), 4pl6 (Wolf-Hirschhorn syndrome) were nor-
mal. Methylation pattern study at 15q11-13 was also normal
just as the molecular evaluation at the MECP2 locus.

Molecular cytogenetic investigations

Blood samples were obtained from patients and controls
according to our institutional ethical committee and after
appropriate informed consent. Among the two patients
with submicroscopic 20qter deletion, subtelomeric regions
were screened in patient 1 with the Totel Vysion FISH
Probe panel (Vysis Inc., Downer’s Groves, IL, USA) as
instructed by the manufacturer. Array CGH analysis was
performed in patient 2 using 1Mb resolution human
bacterial artificial chromosome (BAC) microarray, accord-

ing to the manufacturer’s recommendations (Spectral
Genomics, Inc., Houston, TX, USA). Patient and reference
(normal female) blood sample genomic DNAs were each
split in two samples for differential labelling with Cy3 and
Cy5 labeled nucleotides (Amersham Biosciences, Orsay,
France) according to standard DNA extraction and random
priming protocols. The patient Cy3-labeled DNA was
mixed with the Cy5-labeled reference DNA and the patient
Cy5-labeled DNA was mixed with the Cy3-labeled refer-
ence DNA. Each mix was denatured, and applied to the
slides. Slides were hybridised for 48h, washed in 50%
formamide, 2XSSC solutions at 45°C, and scanned on a
GenePix 4000B Axon scanner. Images were analysed with
SpectralWare software provided by spectral Genomics.
Validation and characterisation of the observed chromo-
some imbalance was achieved by FISH analysis with probes
obtained from the Wellcome Trust Sanger Institute (http://
www.sanger.ac.uk) and selected according to their position
on chromosome 20q13.33 according to publicly available

Figure 2 (a) Chromosome 20 ratio plot with deviations from the expected 1:1 ratio from clone RP4-583P15 to clone AL137028 (circled in black).
FISH to metaphase chromosomes of patient 1 (b) and patient 2 (c) using the BAC RP11-261N11 probe containing CHRNA4 and ARFGAPT genes
(arrows) and a 20 centromeric control probe (Vysis) (arrowheads) showed the deletion of one signal of the BAC RP11-261N11 probe in patient 2 (c).
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genome resources (NCBI Map Viewer: http://www.ncbi.
nlm.nih.gov; Santa Cruz Human Genome Browser: http://
genome.ucsc.edu). BAC DNA was labelled with biotin by
nick translation. The labelled probes were visualized with
fluorescein isothiocyanate—avidin (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA).

Results

Patient 1: subtelomeric screening with the Totel Vysion
FISH Probe panel revealed an isolated subtelomeric 20q
deletion: 46, XX. ish del(20)(qter)(20QTEL14-)dn (not
shown). Parental 20qter FISH studies revealed a normal
pattern in both parents.

Patient 2: an array CGH analysis was performed with
1Mb resolution human DNA microarrays as described
previously.> Four probes identified as lost were RP4-
583P15, AL11806.27, RP1-81F12 and AL137028 (Figure 2).
Parental FISH study confirmed de novo 20q deletion.

To analyse the chromosome deletions at a higher
resolution, BAC clones mapping within and immediately
adjacent to the deleted segment were hybridized to
metaphase and interphase nuclei from cultured peripheral
leucocytes from the patients (Figure 3). Following BAC
clones were used, from the centromere to the telomere,

20q subtelomere deletions
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RP11-325F17, RP5-885L7, RP11-305P22, RP11-402J8,
RP11261-N11, RP11-365020, RP11-358D14, RP4-583P15,
RP5-824A14, RP11-465D20, RP6-1022E24 and RP11-
476115. Patient 1 breakpoint mapped between clone
RP11-261N11 and RP11-365020, whereas Patient 2 break-
point mapped between clone RP11-305P22 and RP11-
402J8. Both patients share a deleted region of approxi-
mately 1.33Mb including 40 confirmed and predicted
genes. In these two patients, the deletions differ in 324 kb
encompassing five genes, YTDFI, BIRC7, ARFGAPI,
COL2A1 and CHRNA4 (Figure 3). The RP-11261N11 probe
containing ARFGAP1 and CHRNA4 genes was only deleted
in patient 2 (Figure 2).

Discussion

To best our knowledge, only three patients with a pure
deletion limited to the terminal segment of 20q have
been reported in the literature but unfortunately without
any accurate size (Table 1). A 9-year-old male had global
developmental delay without seizures.® He sat at 8 months,
walked at 15 months, had first words at age 3, and began
using short sentences at age 5. At age 7, cognitive testing
placed him in the mentally retarded range. On physical
examination, he had a frontal upsweep of the hair,
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Table 1
Ravnan et af*

Clinical features of affected individuals with chromosome 20q terminal deletions. No clinical data are available for the two patients reported by

Patient 1

Patient 2

Fraisse et al®

Roberts et al®

Ardalan et aP

Cytogenetic abnormality
CHRNA4 and ARFGAPT
genes

Age

Psychomotor and
behavioural development

Head

Eyes

Nose
Mouth

Ears
Neurology

del(20)(q13.33)
Not deleted

7 year

Mild global delay with
phonological abnormalities
Walked 179 month

Microcephaly,
brachycephaly, prominent
metopic suture, temporal
narrowing

Mild hypertelorism
Upslanting palpebral
fissures

Anteverted nostrils

Down-turned corners
Thin upper lip

Nystagmus

del(20)(q13.33)
deleted

4 year

Severe global delay
Sat 21 mo

Walked 3y 3 month
Autistic behaviour
Trigonocephaly
Temporal narrowing

Mild hypertelorism
Epicanthic folds

Thin upper lip

One episode of
convulsion
Irregular sleep with
multiple nocturnal
wake-up

del(20)(q13)
NT

3 month
Major global delay with
severe hypotonia

Prominent forehead

Slanting eyes
Epicanthic folds

Broad nasal bridge
Anteverted nostrils

Long upper lip

Thick lower lip

Low set, malformed
Generalized tonic seizures

del(20)(q13.33)
NT

9 year

Mild mental retardation

Walked 15 month
First words 3 year

Upslanting palpebral
fissures

bulbous

Smooth short philtrum

Thin upper lip

Del(20)(q13.33) and

dup(20)(p13)
deleted

7 year

Severe mental
retardation
Aggressive and self-
injurious behaviour
Large forehead

Mild hypertelorism

Long prominent nose
Short upper lip

Dysplastic
Generalized tonic
seizures

Mild ataxia

Abbreviation: NT, not tested.
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up-slanting palpebral fissures, slightly arched eyebrows,
bulbous nose, smooth short philtrum and a thin upper lip
with a slight Cupid’s bow. The deletion was identified by
use of subtelomeric probes, but the probes used were not
reported. Two other de novo 20qter deletions cases* were
reported using the Vysis Totel Vysion probe panel in a large
study population, with only a clinical indication, that is,
multiple congenital anomalies in a 11-year-old boy (case
142), and developmental delay and mental retardation in
a 7-year-old boy (case 143). In addition, a more complex
imbalance was reported in a 7-year-old girl® carrying a
1.6 Mb deletion of the terminal region of 20q deletion
with a 4.7 Mb duplication of the terminal segment of 20p
inherited from a familial pericentric insertion of chromo-
some 20. She suffered generalized tonic seizures, and also
had mild ataxia, psychomotor development delay, aggres-
sive and self-injurious behaviour. There was a discrete facial
dysmorphism with a large forehead, mild hypertelorism,
long prominent nose, short upper lip and dysplastic ears.
Finally, a larger terminal deletion (q13qter) was associated
with severe seizures, facial dysmorphism and malformation
of the extremities.®

The 1.33Mb deleted region identified in our patients
encompasses approximately 40 confirmed and predicted
genes including three with known phenotype: SOX18,
KCNQZ2 and CHRNA4. Different mutations in the voltage-
gated potassium channel gene KCNQZ2 have been identified
in the syndrome benign familial neonatal convulsions, a
mild autosomal dominant epilepsy with incomplete pene-
trance (OMIM 121200). Our two patients have a deletion
of the KCNQ2 gene, but only patient 2, at 2 months of
age, suffered of an episode of convulsions without fever.
Variable expressivity is a common feature of epilepsy
caused by ion channel mutations in human patients.”

Patient 2 deletion includes the genes CHRNA4, ARFGAP1
and KCNQ2. Autistic behaviours were reported early on
and particularly her sleep was irregular with multiple
nocturnal wake-up. Mutations in the -4 subunit of the
neuronal nicotinic acetylcholine receptor gene CHRNA4
have been reported in autosomal-dominant nocturnal
frontal lobe epilepsy (ADNFLE; OMIM 6005 513), a
syndrome whose clinical diagnosis is often very difficult
because of the nocturnal manifestation of symptoms.
Mental retardation has been associated with a heterozy-
gous CHRNA4 Ser252Leu mutation in a Korean kindred
with ADNFLE.®

The consequences of a decrease in the ADP-ribosylation
factor GTPase activating protein 1 gene (ARFGAPI) expres-
sion have not been characterized.’

A mouse model is provided by the StzI mutation, a
spontaneous 300 kb deletion on mouse chromosome 2 that
includes Kcng2, Arfgapl and Chrna4.'® Mice heterozygous
for the Stzl mutation have increased susceptibility to
seizures similar to that seen in Kcng2 null heterozygotes,
whereas Chrna4 null heterozygotes have not been reported

20q subtelomere deletions
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to be seizure-sensitive. Interestingly, the 20qter deletion
described by Ardalan et al® included the genes KCNQ2,
ARFGAPland CHRNA4 in a patient with a seizure disorder.
Haploinsufficiency for CHRNA4 in addition to loss of
KCNQ2and ARFGAP1 may account for the more severe
clinical features with seizures. Finally, mutations in the
transcription factor gene SOX18 has been shown in three
families to underlie recessive and dominant forms of
hypotrichosis—lympedema-telangiectasia.!' The absence
of these symptoms in our two patients (and in the four
patients reported in the literature with pure terminal 20q
deletion) suggests that haploinsufficiency for SOX18 may
not cause hypotrichosis—lymphedema-telangiectasia, or
causes milder disease.

In summary, genotype-—phenotype correlations have
narrowed the critical interval for the clinical spectrum
associated with 20q13.33 deletion. Two clinically distinct
phenotypes may be drawn, a mild mental retardation
without specific dysmorphism or a more complex and
severe phenotype with behaviour problems and seizure
disorders, according to the presence or absence of the
CHRNA4 and ARFGAP1 genes, respectively. Terminal dele-
tions of 20q seem to be a rare event. Actually, some
deletions are simply not looked for in the right population
because of the mild mental retardation. However, it also
may indicate that the underlying DNA structure in
20q13.33 is less amenable to breakage. A more detailed
phenotype description and molecular characterization of
further patients with 20q13.33 deletion may help to
confirm these data.
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Remaniements en 21q22
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Cette étude regroupe deux observations de thrombopénies pour lesquelles une
haploinsuffisance du géne RUNX1 a été mise en évidence. Le mécanisme responsable
de celle-ci est cependant différent dans les deux cas : le premier patient est porteur
d’une délétion intragénique a l'origine d’anomalies hématologiques alors que la se-
conde présente une délétion de 3,16 Mb englobant ce géne et s’associant & un retard
mental syndromique. Dans ce cas, la mise en évidence d’un déséquilibre génomique
est le point de départ de la recherche de génes candidats au retard mental.

3.1 Anomalie plaquettaire familiale associée & une
prédisposition aux leucémies aigués myéloides
(FPD/LAM)

Le FPD/LAM (MIM 601399) est une pathologie autosomique dominante ca-
ractérisée par des anomalies de nombre et de fonction plaquettaires et un risque
accru de développer un syndrome myélodysplasique ou une leucémie aigué myéloide
(LAM). II a été initialement reli¢ & une mutation hétérozygote constitutionnelle du
géne RUNX1 [Song 1999]. Il existe actuellement 19 cas confirmés et rapportés dans
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la littérature [Song 1999|, |Buijs 2001], [Michaud 2002|, [Ganly 2004], [Heller 2005],
[Matheny 2007|, [Kirito 2008], [Owen 2008|. Ces patients présentent généralement
une tendance légére a modérée au saignement. Le principal risque réside cependant
dans la survenue d’'une LAM dont la fréquence est estimée a 35% [Ganly 2004|. Les
mécanismes évoqués pour expliquer la pathologie sont soit une haploinsuffisance du
geéne, soit un effet dominant négatif [Michaud 2002|, [Kirito 2008], [Matheny 2007].

3.2 Patient 1

3.2.1 Clinique

Ce patient a présenté un purpura ecchymotique a 1’dge de 2 ans, sans autre
antécédent de diathése hémorragique. Par ailleurs, ’examen clinique est sans par-
ticularités. A I'age de 6 ans, il a développé une LAM caractérisée par une moelle
osseuse hypercellulaire et infiltrée par 20% de blastes immatures (CD34+, HLA-
DR+) avec marqueurs myéloides (MPO+, CD13+, CD33+, CD117+) et des signes
de my¢élodysplasie. Le caryotype médullaire réalisé a 'occasion de la découverte de
I’hémopathie n’a pas révélé d’anomalie. Ce patient a été mis en rémission compléte
aprés chimiothérapie d’induction et allogreffe phéno-identique non apparentée de
cellules souches hématopoiétiques.

3.2.2 Examens complémentaires
3.2.2.1 Exploration des fonctions plaquettaires

L’hémogramme réalisé en rémission compléte de la LAM avant allogreffe révéle
une thrombopénie modérée isolée (50.10° /L) sans anomalie morphologique des pla-
quettes. Aucune anomalie de I’hémostase n’a été décelée. Par contre, les tests d’agré-
gation plaquettaire sont perturbés : sont notées une absence d’agrégation secondaire
en réponse a ’ADP (10ug) et a I’adrénaline associée a une nette diminution et une ré-
versibilité de la réponse au collagéne (2ug/mL) et a I’acide arachidonique (1,39mM).
La sécretion d’ATP par les granules denses en réponse au collagéne (20ug/mL) et
TRAP (thrombin receptor agonist peptide) (25ug/mL) est nettement diminuée par
rapport au témoin. L’exploration par cytométrie en flux de la fonction des granules
denses des plaquettes montre une diminution de la capture et de la sécrétion de
mépacrine (composant sélectivement excrétés par les granules denses) ainsi qu’'une
diminution de l'expression membranaire du CD63 ( marqueur des granules denses
lors de lactivation plaquettaire) aprés stimulation par la thrombine (0,4UI/mL) :
ce résultat est en faveur d’'une thrombopathie §-SPD (d-storage pool disease) qui
correspond & un déficit congénital en granules denses dans les mégacaryocytes et
les plaquettes. Par ailleurs, I'exploration des granules alpha et des glycoprotéines
membranaires par cytométrie en flux révéle un défaut d’internalisation de la glyco-
protéine GPIba alors que 'expression de GPIIb/IIIa (CD41a) et de la P-selectine
(CD62P) avant et aprés stimulation par le TRAP est normale.
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3.2.2.2 Exploration familiale

L’étude familiale a montré que la mére de cet enfant, qui ne présentait par ailleurs
aucun signe de saignement, avait une thrombopénie isolée modérée (120-150.109 /1)
et une altération des fonctions plaquettaires compatible avec une thrombopathie
0-SPD.

3.2.2.3 Exploration du géne RUNX1

Devant une thrombopénie-thrombopathie familiale associée a une prédisposition
aux LAM, le séquengage des régions codantes du géne RUNX1 a été entrepris chez
le patient et sa meére : il a révélé une délétion hétérozygote de 8 nucléotides
c.442 449del (séquence de référence NM_001754.3) dans I'exon 4, entrainant I’ap-
parition d’un codon stop prématuré chez ces deux sujets (figure 3.1).
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Fia. 3.1 — Séquence d’ADN montrant la délétion de 8pb dans 'exon 4 de RUNX1
chez le patient 1 et sa mére (B) par rapport a la séquence d’un témoin (A)

3.3 Patiente 2

3.3.1 Clinique

Cette patiente est actuellement agée de 14 ans.
En période prénatale, & 32 semaines d’aménorrhée, un retard de croissance a été
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détecté ainsi qu'une dysplasie multikystique du rein gauche, anomalies qui ont
conduit a la réalisation d'un caryotype feetal sur cellules de liquide amniotique,
révélant une formule chromosomique normale 46,XX.

A la naissance, a terme, I’enfant mesure 45cm (-3,5DS) pour un poids de 2140g
(-3DS), présente une microcéphalie (périmeétre cranien : -2,5DS) et une hypotonie.
Une communication inter-auriculaire liée & une hypoplasie du septum primum
a nécessité une correction chirurgicale & I’dge d’'un an. L’examen clinique révele
une fossette présacrée borgne et une hypoplasie des grandes lévres et une hémipa-
résie gauche. L'IRM cérébrale montre une micropolygyrie frontale et pariétale droite.

A 10 ans, ’examen clinique montre un retard de croissance (taille & -2,5DS)
et une microcéphalie persistante (périmeétre cranien a -2,3DS).
On note une dysmorphie faciale avec une énophtalmie et un front bombant, une
hypoplasie de I’étage moyen, des narines antéversées, des fentes palpébrales obliques
en haut, un télécanthus modéré, des lévres fines et des coins orientés vers le bas.
Son développement psychomoteur est marqué par un retard de langage majeur
et pas d’autonomie a la marche.
Sur le plan hématologique, une thrombopénie isolée (57.10 /L) avec microcytose
(volume plaquettaire moyen : 6,4fL. Normes : 7,2 & 11,1fL) est détectée a ’hémo-
gramme, alors qu’aucun épisode hémorragique n’est rapporté.

3.3.2 Examens complémentaires
3.3.2.1 Exploration des fonctions plaquettaires

Les tests d’agrégation plaquettaire sont les mémes que ceux réalisés pour le
patient 1 : les mémes résultats sont observés aprés stimulation & PADP, a I'acide
arachidonique, au collagéne et TRAP. L’exploration par cytométrie en flux révele
par ailleurs une anomalie des granules denses des plaquettes se traduisant par une
diminution de la capture et de la sécrétion de mépacrine ainsi que par une dimi-
nution de l’expression membranaire du CD63 aprés stimulation par la thrombine
(0,4UI/mL). Il s’agit dans ce cas d'une thrombopathie §-SPD.

L’étude familiale ne montre pas d’anomalie plaquettaire chez la mére mais les ex-
plorations n’ont pu étre menées chez le pére.

3.3.2.2 Examens cytogénétiques

Le retard de développement psychomoteur a conduit a réaliser une étude cyto-
génétique. Le caryotype s’est révélé normal.
Dans un second temps, la technique d’array-CGH (puce Genosensor Array300 in-
cluant 287 sondes BAC) a identifié une délétion interstitielle en 21q22 incluant
le géne RUNX1 (sonde BAC CTC-337K2 déviante avec un ratio moyen de 0,58).
Les sondes adjacentes non déviantes sont RP1-98L15 (numéro d’accession GenBank
ALO078615) et RP11-119A10, délimitant ainsi une délétion d’une taille maximale de
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23,1Mb (de 14 579 397 a 37 669 622pb, construction génomique hgl8).
Cette anomalie a été vérifiée par FISH & I’aide de la sonde locus spécifique TEL-
AML1 (Vysis).

3.3.2.3 Cartographie physique de la délétion 21q22

FISH

La technique de FISH utilisant des sondes BAC localisées dans la région remaniée
a par la suite borné la délétion avec plus de précision. Dix huit BAC ont été suc-
cessivement hybridés, parmi lesquels 11 sont délétés. Le point de cassure proximal
se situe entre les BAC RP11-430F9 et RP11-165F7 et le point de cassure distal
entre RP1173C15 et RP11-135F21. A noter que 2 des BAC délétés (RP11-422J22
et RP11-451M12) comprennent dans leur séquence le géne RUNX1 (tableau 3.1).
Cette délétion, d'une taille approximative de 3,3Mb, inclut par ailleurs 29 génes.

IBAC Localisation du BAC en pb Taille du BAC | Résultat de la FISH
a partir de I'extrémité du bras en pb
court du chromosome 21 (hgl8)

RP11-96H21 30 854 754 a 31 025 100 170 347 non déléwe
hybridation
aspécifique

RP11-5N20 31 578 1004 31 736 757 158 658 {acrocentriques )

RP1I-147HI 32 372362 2 32 372918 557 non déléwé

RP11-54F16 32694 022 532849422 155 401 non délété

RP11-430F9 32 676 Y28 i 32 869 834 192 907 non déléte

RP11-165F7 32 8531754 33028 969 175 795 délété

RP11-67E8 32990 799 a 33 134 028 143 230 délée

RP11-79D9 33 204 657 a 33 369 197 164 541 délée

RP11-357B7 34 060 540 a 34 237 979 177 440 delété

RP11-133119 34 518 693 a 34 705 081 186 389 déléé

RP11-415116 34673727 a 34 852 873 179 147 délété

RP11-422)22 34 958 333 a 35 122 861 164 529 deléré

RP11-451M12 35 302 676 a 35 500 392 197 718 delété

RP11-118P22 35 640 807 & 35 813 357 172 551 déléré

RP11-475112 35923 797 a 36 101 220 177 424 délée

RP11-73C15 36 089 498 4 36 252 660 163 163 délété

RP11-135F21 36 189 868 a 36 333 860 143 993 non déléte

RP11-382P7 36 334 549 & 36 498 668 164 120 non déléwé

TaB. 3.1 Cartographie de la région 21q22 : résultat de I’hybridation des BAC pour

borner la délétion par FISH.

Array-CGH a oligonucléotides
Cette cartographie a ensuite été confirmée par array-CGH a ’aide d’une puce a
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oligonucléotides comportant 44 000 sondes (Agilent), aprés hybridation de I’ADN
de la patiente contre un ADN d’un témoin de méme sexe. Cinquante neuf sondes
déviantes délimitent une délétion d’une taille comprise entre 3,16 et 3,30Mb (arr
21q22.11g22.12(32,930,254X2,32,994,177-36,156,886X1,36,229,718X2)) (figure 3.2).
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Type
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Localisation
chromosomique

Nombre
de sondes
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Localisation des
sondes déviantes
en pb

Taille minimale
de I’anomalie
en pb

Extrémités des
sondes adjacentes
non déviantes en pb
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de I'anomalie en
pb

Délétion

21q22.11q22.12

59

32994 177
236 156 886

3162709

32930 254
236229718

3299 464

Fi1G. 3.2 — Délétion 2122 : array-CGH (44K, Agilent) : hybridation de I’ADN de la
patiente 2 marqué par la cyanine 5 contre un ADN témoin marqué par la cyanine 3.
Le rectangle bleu délimite la région délétée. La ligne continue indique la moyenne des
ratios cyb/cy3 en loga (centrée sur 0 et déviée vers les valeurs négatives a I'endroit
de la délétion). Chaque point correspond & une sonde oligonucléotidique (vert :
absence de déséquilibre). Le tableau indique
les bornes ainsi que les tailles minimale et maximale de la délétion.

délétion, rouge : amplification, noir :

3.4 Génes altérés et implication dans le phénotype ob-
serve

Aprés controle sur le site Database of genomic variants, il apparait que les génes
délétés ne sont pas inclus dans des régions décrites comme polymorphes, ce qui est
en faveur du caractére délétére de ce déséquilibre.

3.4.1 RUNXI1 et hémopathies

3.4.1.1 Structure

RUNX1 (Runt-related transcription factor 1, également appelé AML1 ou
CBFA2) est un facteur de transcription de la famille des core binding factors (CBF).
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Les membres de cette famille sont constitués d'une sous-unité o capable de se lier a
I’ADN et d'une sous-unité 5 (CBFf3). RUNX1, localisé en 21q22 code une sous-unité
a et forme avec CBFG un complexe hétérodimérique, augmentant ainsi son affinité
pour ’ADN et sa stabilité.

RUNX1 comporte 9 exons et 12 transcrits alternatifs ont été décrits [Levanon 2001],
différant dans leur partie 5’ et 3’, codant 3 protéines RUNX1a, RUNX1b et RUNXI1c
contenant respectivement 250, 453 et 480 acides aminés. Elles ont toutes en commun
le domaine Runt, région conservée de 128 acides aminés, responsable de la fixation
a ’ADN et de 'interaction avec la sous-unité .

3.4.1.2 Fonctions

RUNXI1 joue un role important dans 'hématopoiése : en effet, le complexe
RUNX1/CBFf reconnait une séquence consensus présente au niveau des promoteurs
de génes impliqués dans la différenciation des cellules hématopoiétiques. Il
régule en particulier Pexpression de M-CSFR (macrophage colony stimulating fac-
tor receptor), de I'nterleukine 3, de la myéloperoxydase et des génes TCRS (T-cell
receptor(3).

Role de RUNX1 dans I’hématopoiése

Des modéles murins knock-out ont montré son role essentiel dans 'hématopoiése :
ces souris meurent durant le développement embryonnaire suite a une absence to-
tale d’hématopoiése feetale hépatique. De plus, aprés transplantation chez des souris
adultes, les cellules déficientes pour RUNXT1 ne sont pas capables de reproduire une
hématopoiese [Okuda 1996]. Une étude menée par [Wang 1996] révele que les souris
homozygotes meurent suite a une hémorragie du systéme nerveux central, alors que
la perte d’une copie de ce géne réduit significativement le nombre de progéniteurs
érythroides et myéloides.
Il intervient en outre dans la régulation des cellules T et la différenciation des mé-
gacaryocytes [Ichikawa 2004].

Role de RUNXI1 dans la régulation de la mégacaryocytopoiése

Chez ’homme, RUNXI est fortement exprimé au niveau des mégacaryocytes.
Chez les souris hétérozygotes RUNX1+ /-, une réduction de 15% du nombre de pla-
quettes est observée [Sun 2004].
La perte de RUNX1 chez des souris Mx-cre adultes entraine une atteinte sévére de la
formation des plaquettes et de la différenciation des mégacaryocytes ainsi
qu’une augmentation du nombre de progéniteurs clonogéniques de mégacaryocytes
[de Bruijn 2004].
De méme, un modéle cellulaire confirme I'implication de RUNX1 dans la différen-
ciation mégacaryocytaire [Elagib 2003].
Enfin, RUNXI, intervient dans la régulation de P19/N54D protéine entrant en jeu
dans D’arrét du cycle d’endomitose des mégacaryocytes [Gilles 2008].
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3.4.1.3 RUNXI1 et hémopathies

Différents types d’altérations du géne RUNX1 sont retrouvées dans les hémopa-
thies. Des anomalies constitutionnelles ou acquises ont été décrites, a savoir :

— des translocations réciproques impliquant la région 2122,

— des amplifications géniques,

— des mutations ponctuelles.

Translocations

RUNX1 a été initialement identifié par le biais de la translocation t(8;21)
aboutissant a la présence d'un transcrit de fusion AMLI-ETO [Miyoshi 1991] et
[Miyoshi 1993], retrouvé en particulier dans les LAM2 selon la classification FAB
(French American British).

Il est également impliqué dans les leucémies aigués lymphoblastiques proB de
I'enfant ou la translocation t(123;21) conduit & la présence d'un transcrit de fusion
ETV6-RUNX1 ou TEL-AML1 dans 20% des cas [Romana 1995].

Plus rarement, le transcrit AMLI-MDSI issu de la translocation t(33;21) est
décelé dans les syndromes myélodysplasiques et les phases blastiques de leucémies
myéloides chroniques [Nucifora 1995].

Ces réarrangements entrainent la formation d’un géne de fusion et la synthése
d’une protéine chimérique agissant par un effet dominant négatif [Hiebert 2001].

Amplification génique
Des amplifications de RUNX1 ont été décrites a la fois dans des hémopathies
lymphoides et myéloides (LAM et syndromes myélodysplasiques) [Moosavi 2009)].

Mutations ponctuelles

— Des mutations acquises inactivatrices ou a effet dominant négatif de RUNX1
ont été identifiees dans environ 6,5% des hémopathies malignes, avec une
frequence particuliérement élevée dans les leucémies aigués M0 (15 a 20% des
cas) [Preudhomme 2000]. Dans les syndromes myélodysplasiques ou les LAM
secondaires a des syndromes myélodysplasiques, une mutation ponctuelle de
RUNXT1 est retrouvé dans 25% des cas et se trouve associée & un mauvais
pronostic.

Des mutations constitutionnelles de type non-sens, faux-sens ou des délé-
tions intragéniques se transmettant en dominance ont été identifiées chez des
sujets présentant une anomalie plaquettaire familiale avec prédisposition aux
LAM (FPD/LAM) [Song 1999|, [Osato 2004], [Roumier 2003|.
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3.4.2 Génes candidats au retard mental

RUNX1 n’étant pas impliqué dans le retard mental ou les troubles du déve-

loppement psychomoteur, d’autres génes localisés dans cette région délétée sont en
cause dans les troubles observés chez la patiente 2.
La cartographie des points de cassure a mis en évidence une délétion de 29 génes.
Parmi ceux-ci, il faut souligner le role particulier de SINJ1, ITSNL1, RCANI1 et
CLIC6 au niveau cérebral, ayant conduit initialement & considérer ces génes comme
des génes candidats au retard mental.

La synaptojanine 1 (SYNJI) est une phosphoinositide phosphatase. Cette
protéine participe, avec la dynamine, a I’endocytose des vésicules synaptiques
au niveau présynaptique [Lee 2007]. Elle régule également l'internalisation des
récepteurs AMPA  (a-amino-3-hydroxy-bméthylisoxazole-4-propionic acid)
qui sont responsables de la transmission au niveau des synapses excitatrices
via leur interaction avec le glutamate [Gong 2008].

— L’intersectine 1 (ITSNL1) est une protéine membranaire cytoplasmique
intervenant dans les phénoménes d’endocytose membranaire et qui serait
impliquée dans le recyclage des vésicules synaptiques [Evergren 2007].

— le géne de la calcipressine (RCAN1) est localisé dans la région critique du
syndrome de Down. Cette protéine régulatrice de la calcineurine A serait
impliquée dans le retard mental lié & ce syndrome. Un modéle murin de
souris knock-out a montré son réle dans les processus de mémorisation et
de plasticité synaptique par inhibition de la voie de signalisation impliquant
cette phosphatase |Hoeffer 2007].

CLIC6 est un membre de la famille des canaux au chlore intracellulaires qui
interagit avec les récepteurs a la dopamine D2-like [Griffon 2003a].

3.5 Discussion

3.5.1 RUNX1 et hémopathies

Dans cette étude, pour le patient 1, c’est la survenue d’une leucémie aigué chez
un patient présentant une thrombopénie familiale modérée qui a été le point de
départ de I'exploration de RUNXT.

Dans le second cas, la microdélétion incluant le géne RUNX1 a été mise en
évidence dans le cadre de la recherche étiologique d’'un retard de développement
psychomoteur associé a un retard de croissance et & une microcéphalie.

Ces deux observations ont donc mis en évidence une haploinsuffisance de RUNX1,
conséquence de deux altérations géniques différentes (délétion intragénique décalant
le cadre de lecture ou délétion compléte) expliquant la thrombopénie.
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Le principal enjeu lors de la découverte d’une altération constitutionnelle d’une
copie de RUNX1 est ’évaluation du risque leucémogéne pour le patient afin
d’adapter sa prise en charge.

Dans ce contexte, il est intéressant de noter que la survenue d’'une LAM chez les
patients présentant une anomalie plaquettaire familiale en relation avec une alté-
ration de RUNX1 est le plus souvent associée a I’altération biallélique de ce géne.

C’est ce que décrivent [Preudhomme 2009] : dans cette étude, 6 des 8 patients
qui ont ont développé une leucémie aigué et pour lesquels I’analyse moléculaire de
RUNX1 a été entreprise, présentaient soit une mutation somatique du second allele
soit une duplication du chromosome 21 porteur de "anomalie, au niveau du clone
leucémique.

D’autre part, des altérations acquises bialléliques ont été mises en évidence chez
14 sujets leucémiques/300 [Preudhomme 2000].

Dans ’étude de [Shinawi 2008], a été retrouvée chez le patient porteur d’une
délétion complete de RUNX1 qui a eu une LAM, une trisomie 21 sur cellules
tumorales correspondant a une duplication du chromosome porteur de la délétion
de ce géne, impliquant donc potentiellement un effet de dosage génique d’autres
génes en relation avec le mécanisme leucémogéne. Dans ce cas, le clone leucémique
présente par ailleurs une duplication 7p comprenant le cluster de génes HOX qui
ont été impliqués dans la survenue de LAM.

Enfin, d’aprés [Michaud 2002], dans les familles avec des mutations responsables
d’une haploinsuffisance, la proportion de sujets développant une leucémie est plus
faible que dans les familles avec une mutation responsable d’un effet dominant
négatif.

Ces différentes observations sont donc en faveur de la survenue d'un deuxiéme
événement qui serait nécessaire a ’apparition d’une leucémie : l'altération de
RUNXT1 (liée a une translocation, une mutation ou une délétion) serait I’événement
initial nécessaire & I’établissement d’'un « clone préleucémique »par accumulation
de progéniteurs myéloides ou lymphoides avec une capacité accrue d’autorenouvel-
lement, une altération de la différenciation et une augmentation du potentiel de
réplication. Ces cellules constitueraient alors une cible privilégiée pour l'apparition
d’événements secondaires conduisant a ’apparition de cellules leucémiques.

C’est ’hypothése avancée par [Niebuhr 2008]. Selon ces auteurs, plusieurs consta-
tations viennent étayer cette thése.

— Des temps de latence variables précédant la survenue d’une leucémie aigué
lymphoblastique (LAL) ont été observés chez des jumeaux porteurs d'une
translocation t(12;21).
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— Cette translocation a été détectée dans le sang de nouveaux-nés avec une
fréquence 100 fois plus élevée que celle de la survenue de LAL néonatales. 1l
en est de méme en ce qui concerne la fréquence des t(8;21) dans les sangs de
cordon par rapport & la fréquence de LAM néonatales.

— Enfin, des mutations de récepteurs aux tyrosines kinases KIT sont fréquem-
ment associées aux altérations de RUNXI dans les LAM, alors que des
délétions de facteurs de transcription des cellules B ont été retrouvées dans
les LAL-B, y compris en association & une translocation t(12;21).

Les deux patients étudiés ici présentent une thrombopathie-thrombopénie cor-
respondant a un défaut des granules denses de type §-SPD. Sur les deux cas décrits,
seul le patient 1 a présenté une LAM & I’heure actuelle, sans autre anomalie cyto-
génétique décelée que la délétion de 8pb touchant 'exon 4 de RUNX1. Cependant,
la perte ou l'altération du second alléle de ce géne n’a pas été recherchée sur les
cellules leucémiques.

En ce qui concerne la patiente 2, la mise en évidence de la délétion de ce geéne va
conduire a proposer une surveillance hématologique étant donné le risque non né-
gligeable de LAM.

Il faut souligner que I'exploration familiale du statut mutationnel de RUNX1 prend
tout son sens en cas de nécessité de greffe intra-familiale de cellules souches hémato-
poiétiques, envisagée comme traitement de la LAM chez 'un des membres, dans un
contexte de pathologie autosomique dominante a pénétrance incompléte. Il est en
effet important que le donneur de la greffe ne présente pas d’altération de ce géne.

3.5.2 Délétion 21q22 et retard de développement : génes candidats

La recherche de génes candidats via la mise en évidence d’un syndrome microdé-

létionnel passe par une étude du profil d’expression des génes en déséquilibre ainsi
que par la connaissance de leur role physiologique (via des modeles cellulaires ou
animaux). Plusieurs génes peuvent alors apparaitre comme des candidats potentiels.
La mise en évidence de déséquilibres génomiques et leur cartographie précise et
rapide grace a I'array-CGH permet de connaitre les génes qui y sont inclus. Ainsi,
il est aisé d’établir une comparaison de ces déséquilibres (points de cassure et
taille), de visualiser les régions chevauchantes chez des patients qui présentent un
phénotype similaire (ici un retard de développement associé a une dysmorphie) et
de définir une région critique minimale.
De méme, il est possible d’exclure certains génes comme des candidats probables
lorsqu’ils sont en déséquilibre chez des sujets ne présentant pas de traits phénoty-
piques communs. Cette démarche est illustrée par 'exemple de la délétion 2122
chez des patients présentant un retard mental.

La patiente présentée dans cette étude constitue le premier cas décrit dans
la littérature de délétion 21g22 associant un retard mental, une thrombopa-



58 Chapitre 3. Remaniements en 21q22

thie/thrombopénie et une dysmorphie cranio-faciale, contribuant ainsi a la
découverte d'un nouveau « syndrome microdélétionnel ». A ce jour, 5 études
regroupant 8 sujets ont mis en évidence des délétions 21g22 chez des patients
présentant un phénotype similaire.

— [Hoyer 2007| ont mis en évidence une délétion de cette région chez un patient
avec retard mental et petite taille.

— [Shinawi 2008] présentent 3 patients avec une thrombopénie chronique (60 a
78.10% /L) associée & un retard de croissance, un retard mental variable et des
signes de dysmorphie.

[Popovici 2009]| rapportent deux cas de délétions chez des sujets avec un
retard mental sévére, une absence de langage, une épilepsie, des troubles du
comportement et une dysmorphie cranio-faciale.

Un cas a été rapporté dans la base de données DECIPHER qui regroupe
des données cytogénétiques et cliniques de patients présentant un retard
de développemnt : le patient décrit (4576) porteur d’une délétion 21g22 de
4,47Mb, mais qui est associée a une duplication 17p11.2 de 0,3Mb, présente
également un retard mental.

Le retard de développement est constant, avec une sévérité variable reliée dans le
cas présent a la taille de la délétion (le patient présentant la plus petite délétion a le
retard le moins sévére) : il associe un retard mental & un retard de croissance.
Les signes les plus fréquemment rapportés par ailleurs sont la microcéphalie; la
dysmorphie associant un hypertélorisme et des narines antéversées. Une épilepsie
est observée dans 3 cas sur 8. Les caractéristiques cliniques de ces patients ainsi
que les tailles respectives des délétions sont résumées dans les tableaux 3.2 et 3.3.

Afin de déterminer le mécanisme moléculaire éventuel a 'origine de ces réar-
rangements, les régions correspondant aux points de cassure ont été étudiées in
silico : en effet, la présence de duplications segmentaires favorise les réarrangements
génomiques par un mécanisme de recombinaison homologue non allélique. Ces
séquences répétées ont ainsi été retrouvées associées aux bornes de duplications
ou délétions décelées par array-CGH dans 23% des cas et sont a lorigine de
réarrangements réccurents, dont les points de cassure sont fixes [Rudd 2009]. Dans
le cas présent, I’é¢tude de D'architecture génomique en 21¢g22 n’a pas révélée de
duplications segmentaires aux bornes des délétions, ce qui explique ’absence de
récurrence des points de cassure.

Plusieurs génes délétés sont de bons candidats au retard mental en raison
de leur expression au niveau cerveau et de leur implication dans les fonctions
cognitives. La région commune délétée a une taille de 0,7Mb (figure 3.3) et englobe
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les génes RUNX1, CLIC6, DSCR1 et une partie de KCNE1. Cependant, le patient
avec cette délétion de 0,7Mb présente un phénotype plus atténué, laissant supposer
que d’autres génes peuvent étre en cause dans le phénotype observé chez les autres
patients. La taille minimale critique serait alors, d’aprés ces données, de 1,3Mb (en
excluant le patient b).

Cependant, [Buijs 2009| rapportent le cas d'un patient sans retard de dévelop-
pement avec une délétion 21g22 de 1,6Mb, incluant le gene RUNX1, chevauchant
en partie les délétions décrites précédemment. Ceci permet de réduire la taille de la
région minimale délétée en relation avec le retard mental & 0,4Mb et d’en conclure
que le géne candidat dans cette région est ITSNT.

L’intersectine 1 est une protéine cytoplasmique conservée au cours de 1’évolu-
tion. Les deux isoformes sont détectés dans les tissus feetaux et adultes aussi bien
chez ’homme que chez la souris. Chez la souris, Itsnl est exprimé dans les zones
de prolifération et de différenciation neuronale au cours du développement foetal et
chez l'adulte, suggérant son role important dans le développement cérébral.

Elle intervient dans I’endocytose et le recyclage des vésicules synaptiques médiés
par la clathrine.

D’autre part, sa surexpression au niveau cérébral chez des sujets atteints du
syndrome de Down est en faveur de son implication dans les troubles observés
chez ces patients [Pucharcos 1999]. Il en résulte une inhibition de l'entrée de la
transferrine et un blocage de ’endocytose [Pucharcos 2000].

Un modeéle cellulaire montre qu’ITSN1 est également impliqué dans les phé-
noménes d’exocytose par activation de Cdc42, ce dernier favorisant 1’exocytose en
stimulant I"assemblage des molécules d’actine aux sites d’ancrage pour la sécretion
de granules [Malacombe 2006].

Un modeéle de souris knock out confirme le role d’ITSN1 dans le trafic
vésiculaire aussi bien au niveau de I'endocytose que de I'exocytose |Yu 2008|.

Tous ces arguments sont donc en faveur de 'implication de ’altération
d’ITSN1 dans le retard mental lié 4 une délétion de la région 21g22.
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F1G. 3.3 — Bornes des délétions 2122 décrites par [Hoyer 2007] (a), [Shinawi 2008|
(b, ¢ et d), [Popovici 2009] (e et f), DECIPHER 4576 (g), notre patiente (h) et
[Buijs 2009] (i). Les geénes indiqués sont ceux retenus comme candidats suite a notre
étude. La région hachurée (i) est exclue comme région candidate au retard mental.
Les génes retenus comme responsables du phénotype sont en gras : RUNX1, respon-
sable d’hémopathie est délété dans tous les cas, ITSN1 est le seul géne inclus dans
la région minimale critique du retard mental (entre les 2 fléches).

3.5.3 Association thrombopénie/retard mental

L’association d’une thrombopénie congénitale et d’'un retard mental est rela-
tivement rare : elle est retrouvée dans le syndrome de Jacobsen (MIM 147791),
le syndrome de Paris-Trousseau (MIM 188025), le syndrome TAR (thrombopénie
associée a I'absence de radius) (MIM 274000) et le syndrome de DiGeorge (MIM
192430). Les signes cliniques associés permettent néanmoins de les différencier.

— Les patients atteints du syndrome de Jacobsen présentent une dysmorphie
faciale avec trigonocéphalie, des anomalies cardiaques et une thrombopathie
avec thrombopénie avec présence de plaquettes contenant des granules «
géants.

— Le syndrome TAR se caractérise par une thrombopénie isolée sévére a
la naissance, spontanément résolutive aprés la premiére année de vie et
une absence de radius. Peuvent s’y associer des malformations rénales et
cardiaques.

— Le syndrome de DiGeorge associe un retard mental, une thrombopénie avec
des plaquettes de grande taille, des anomalies cardiaques conotroncales, une
dysmorphie faciale et un déficit immunitaire.
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Les signes cliniques associés a la délétion 21q22 décrite ici définissent une
nouvelle entité associant un retard mental et une thrombopathie caractérisée
par une thrombopénie et une altération de 1’agrégation plaquettaire. Il
semble alors approprié de proposer une recherche de microdélétion 21g22 devant
I’association de ces symptomes.

Ce travail a été publié dans la revue European Journal of Human Genetic :
Clinical Phenotype of germline RUNXI haploinsufficiency from point mutations to
large genomic deletions.

Beri-dezheimer M, Latger-Cannard V, Philippe C, Bonnet C, Chambon P, Roth V,
Gregoire MJ, Bordigoni P, Lecompte T, Leheup B, Jonveaux P.
Eur J Med Genet 2008 Aug; 16(8) : 1014-8.
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TAB. 3.2 — Caractéristiques cliniques des patients avec thrombopénie syndromique
et taille des délétions : a : [Hoyer 2007]; b, ¢ et d : [Shinawi 2008]; e et f :
[Popovici 2009]; g : cas DECIPHER 4576 ; h : patiente de cette étude

ND : non documenté SMD : syndrome mélodysplasique, LAM : leucémie aigué myé-
loide).

Bornes des délétions : construction génomique hgl8, mars 2006
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TAB. 3.3 — Caractéristiques cliniques des patients avec thrombopénie syndromique
et taille des délétions (suite) : a : [Hoyer 2007]; b, ¢ et d : [Shinawi 2008]; e et f :
[Popovici 2009]; g : cas DECIPHER 4576 ; h : patiente de cette étude

ND : non documenté SMD : syndrome mélodysplasique, LAM : leucémie aigué myé-
loide).

Bornes des délétions : construction génomique hgl8, mars 2006
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Clinical phenotype of germline RUNXT
haploinsufficiency: from point mutations to large
genomic deletions
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Germline RUNXT mutations result in a rare autosomal dominant condition characterized by qualitative and
quantitative platelet defects and predisposition to the development of myeloid malignancies (familial
platelet disorder with propensity to acute myeloid leukaemia, FPD/AML). Only 13 pedigrees have
previously been described so far. We report on two novel germline RUNXT mutations: (1) an out-of-frame
8bp heterozygous deletion (c.442_449del) in an FPD/AML pedigree and (2) a de novo 3.5 Mb deletion in
the 21922.11.21922.12 region encompassing the RUNXT gene in a mentally retarded female patient with
short stature and thrombocytopenia. Interestingly, a similar de novo submicroscopic deletion has been
recently reported in the literature in a mentally retarded patient. Mental retardation is one of the most
common disorders and primary causes of thrombocytopenia are rare. When occurring together, these
features should prompt to test for 21g22 deletion for comprehensive genetic counselling and clinical

management.

European Journal of Human Genetics advance online publication, 14 May 2008; doi:10.1038/ejhg.2008.89

Keywords: RUNXT; inherited thrombocytopenia; 21q22 microdeletion

Introduction

Familial platelet disorder with propensity to acute myeloid
leukaemia (FPD/AML; OMIM 601399) is an autosomal
dominant disorder in which affected members have a
clinical history of bleeding tendency and mild to moderate
thrombocytopenia with normal platelet size and morpho-
logy, and/or abnormal platelet aggregation in response to
arachidonic acid.! Predisposition to develop myelodysplasia
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and AML is another feature of this platelet disorder, with a
leukaemic rate of approximately 35%. Affected individuals
within the same family may present with variable clinical
severity at varying ages. The disorder is located on
chromosome 21q22.12, and germline heterozygous muta-
tions in the haematopoietic transcription factor RUNX1
(also known as AML1 and CBFA2) have been identified in 13
pedigrees reported so far, including missense, frameshift,
nonsense mutations and a large intragenic deletion.?~” In
the present study, we describe two novel germline RUNX1
mutations including a large genomic deletion influencing
the clinical phenotype. We therefore suggest giving
consideration to cryptic deletion of chromosome
21922.11922.12 in the diagnosis of unexplained mental
retardation/thrombocytopenia syndromes.
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Methods and results

Blood samples and clinical information from all patients
analysed were obtained with approval of the institutional
review boards of Nancy University hospital.

Case 1

The male proband was first seen in 1999 at the age of 2
because of purpura without history of easy bruising and
bleeding. Physical examination did not reveal any
abnormal findings except ecchymoses and petechiae. His
blood count showed haemoglobin 13.4g per 100ml,
normal leucocyte count 5.67 x 10°/1 and decreased platelet
count 50 x 10%/1. Peripheral blood smear examination
showed platelet of normal size and morphology. Coagula-
tions tests (APTT, PT and fibrinogen) were in normal
ranges. Platelet studies showed the absence of second-wave
aggregation in response to adenosine diphosphate (ADP,
10 uM) and a reduced and reversible response to collagen
(2 ug/ml) and arachidonic acid (1.39 mM). ATP secretion
from dense granules in response to collagen (20 ug/ml) and
thrombin receptor agonist peptide (TRAP) was markedly
reduced respectively (peak ATP concentration proband:
0.8 uM ATP/healthy donor: 13 uM ATP; proband: 1.3 uMm
ATP/healthy donor: 11.8 uMm ATP). Flow cytometry analysis
showed a reduced uptake and release of mepacrine, a
compound selectively taken up by dense granules,®’
associated with a low expression of CD63, a membrane
marker of dense granule, on activated platelets. These
abnormalities were in favour of platelet dense granule
disorder or oJ-storage pool disease (J-SPD). Membrane
glycoprotein expression, GPIIb/Illa (CD41a) and GMP140
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(CD62P) was normal before and after TRAP stimulation.
GPIba (CD42b) was weakly internalized after platelet
stimulation. After 4 years, at the age of 6, he developed
AML. Peripheral blood analysis showed pancytopenia
with haemoglobin 5.8 g per 100ml, WBC 2.1 x 10°/1 and
a platelet count of 10x 10%/l. A bone marrow aspirate
yielded a very hypercellular bone marrow with blasts (20%)
and myelodysplastic features. Blasts phenotype was im-
mature with myeloid markers leading to AML diagnosis.
Cultured leukaemic cells showed a normal karyotype.
He underwent successful bone marrow transplantation
from HLA-haploidentical donor and is still in remission 4
years later.

His mother, a woman without any bleeding or physical
abnormality, was found to have mild isolated thrombo-
cytopenia (120-150 x 10°/1) and abnormal platelet
behaviour consistent with a J-SPD. Haematological fea-
tures of the proband’s maternal grandparents were normal.
To further elucidate the genetic origin of this autosomal
dominant platelet disorder, exons 3-6 of the RUNXI gene
were amplified from genomic DNA extracted from periph-
eral blood samples of the male proband, his father and
his mother. Primer pairs were designed as previously
described.? The purified PCR products were bidirectionally
sequenced with the BigDye Terminator 1.1 Cycle Sequen-
cing Kit (Applied Biosystems). An out-of-frame 8bp
heterozygous deletion (c.442_449del) was identified in
exon 4 of RUNXI in the genomic DNA of the proband
and his mother (Figure 1a). Sequence variation identified
in exon 4 of RUNX1 was numbered starting from the first
base of the ATG start codon, numbering based on reference

RP11-422322

(a) DNA sequence of the Case 1 patient (bottom) showing the 8 bp deletion in exon 4 of RUNXT, and a control sequence (top). (b) FISH

analysis of the clone RP11-42222 (34958334-35122861) showing only one green signal on metaphase chromosome 21. The red signal corresponds

to the control probe on 21qter (Vysis Inc.).

European Journal of Human Genetics



sequence NM_001754.3. The effect of the 8 bp deletion at
the protein level was predicted with the EMBOSS Transeq
software (http://www.ebi.ac.uk/). If translated, the mutated
allele would lead to a severely truncated protein
(p-Thr148HisfsX9). However, the mutant mRNA harbours
a premature termination codon (PTC), such PTC often
triggers nonsense-mediated mRNA decay of mRNA.'®
Although the mutant mRNA level has not been studied
in vitro, this out-of-frame deletion most probably corre-
sponds to a null allele.

Case 2

This girl was first seen at the age of 10 to explore speech
and developmental delay associated with short stature and
microcephaly. She is the only child of unrelated healthy
parents (a 19-year-old father and a 16-year-old mother at
the conception). Family history was unremarkable. During
gestation growth delay was reported at the fifth-month
ultrasonographic examination. At the same time multiple
renal cysts were also seen in the left kidney. Cytogenetic
analysis on amniotic fluid was normal. She was born at full
term with low weight (-3 SD), short length (—3.5 SD) and
microcephaly (—3 SD). Hypotonia was present. A severe
inter-atrial septal defect due to hypoplastic septum
primum required surgical correction at 1 year of age. The
genital examination showed hypoplastic labia majora.
Micropolygyria of the right frontal and parietal area was
reported by MRI. At the age of 10, clinical evaluation
revealed height at —2.5 SD, with persistent microcephaly
(—2.3 SD). Craniofacial dysmorphism included a promi-
nent metopic ridge, upslanted palpebral fissures, ante-
verted nares, moderate telecanthus and downturned
corners of the mouth with thin lips. Neurodevelopmental
features included psychomotor retardation with severely
delayed receptive and expressive language skills. She had
not any history of bleeding. Peripheral blood analysis
showed isolated thrombocytopenia (platelet count of
57 x 10°/1) with a normal platelet morphology. Platelet
studies revealed reduced and reversible response to ADP
(10 M) and arachidonic acid (1.39 mMm). ATP secretion in
response to collagen (20 ug/ml) and TRAP was markedly
reduced (peak ATP concentration proband: 0.8 uM/healthy
donor: 10.1 uM; proband: 0.8 uM/healthy donor: 10.4 um).
Flow cytometry analysis of dense granules showed a
reduced uptake and release of mepacrine associated with
a low expression of CD63. These abnormalities were in
favour of §-SPD diagnosis. Membrane glycoprotein expres-
sion GPIba (CD42b) and GMP140 (CD62P) was normal
before and after TRAP stimulation. GPIIb/Illa (CD41a)
expression was weakly reduced on resting and stimulated
platelet. A DNA sample from the patient was analysed
using the GenoSensor Array (Vysis Inc., Abbott Labora-
tories SA, Downers Grove, IL, USA) according to the
protocols recommended by the manufacturer and as
described previously.’! This array contained 287 genomic
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targets cloned from six PAC and BAC libraries, unevenly
distributed over the genome, including cancer amplicons/
oncogenes, tumour-suppressor genes, loci of insertions/
deletions/duplications, telomeres and markers added to
reduce gaps (http://www.vysis.com). The microarray slides
were analysed using the GenoSensor Reader System
(Vysis Inc.) according to the manufacturer’s instructions.
On the basis of previous control experiments using the
GenoSensor Array 300, we determined losses and gains of
target DNA sequence copy number by a green/red ratio
<0.8 and>1.2 respectively. A deletion of a 21922 clone
(RP11-422J22) including RUNX1 was detected. To confirm
and further characterize the deletion, FISH analysis was
performed using BAC probes (The Wellcome Trust Sanger
Institute, UK) mapping to 21q22.11q22.12 (Figure 1b).
According to the UCSC genome browser (March 2006), the
proximal breakpoint mapped between clone RP11-430F9
and RP11-165-F7 whereas the distal breakpoint resided
between clone RP11-73C15 and RP11-135F21 leading
to a deleted region of approximately 3.3Mb including
29 confirmed and predicted genes. The Kkaryotype is
written as: 46,XX.arr cgh 21q22.12(RUNX1)x1.ish del(21)
(q22.11922.12)(RP11-165F7-,RP11-67E8-,RP11-79D9-,RP11-
357B7-,RP11-133J19-,RP11-415116-,RP11-422]22-,RP11-451M12-,
RP11-118P22-,RP11-475112-RP11-73C15-). Maternal 21q22.12
FISH using the RP11-422]J22 probe encompassing the
RUNX1 gene was normal. The father was not available for
investigation.

Discussion

Heterozygous germline mutation in the RUNXI gene
(UCSC browser, March 2006: 21q22. 12: 35081968-
35182857) causes FPD with predisposition to acute myelo-
genous leukaemia. FPD is not fatal but significantly
inhibits blood clotting, which could be life threatening
after surgery, injury or dental treatment. The incidence of
leukaemia among affected individuals varies from 20 to
50%. The affected subjects seem to develop myeloid
malignancies throughout their lifespan. FDP/AML is
extremely rare worldwide with a total of 13 pedigrees
identified so far. In addition to a novel two-generation
family with typical FDP/AML and a frameshift RUNXI
mutation, we described in a mentally retarded patient with
short stature and thrombocytopenia, a microdeletion that
includes RUNX1 and several neighbouring genes. Larger
chromosome deletions spanning the 2122 region have
previously been reported in patients with mental impair-
ment and multiple abnormalities,’*>~'* unfortunately
without any accurate size. To the best of our knowledge,
only one similar microdeletion has been recently identified
during a study of 100 children with idiopathic mental
retardation and normal standard chromosomal analysis,
using a GeneChip mapping 100K SNP array.'* Only an
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Figure 2 Map of the 2122.11g22.12 region showing the relative position of Refseq genes and genomic variants. The grey line indicates the
extent of the 3 Mb deletion reported by Hoyer et al,’* the black line indicates the extent of the 3.3 Mb deletion identified in the present patient and the
blue line indicates the overlapping aberrant region. The drawing is based on the UCSC map (March 2006) and the Database of Genomic Variants.

overview of the clinical findings was reported. This patient
had a short stature without major morphological anoma-
lies. Breakpoints were mapped from SNP rs8129832
(32329260) to SNP 1510483024 (35362570) indicating a
3 Mb deletion. It would be interesting to look for a platelet
disorder in this patient as the deletion includes the RUNX1
gene. Actually, this deletion shares 25 out of 29 genes
included in our patient’s deletion (Figure 2). Furthermore,
the author confirmed the de novo occurrence of the
deletion, strengthening a disease-causing deletion in our
patient. No evidence of segmental duplications or low-
copy repeats was found near any of the four breakpoints in
these two patients. According to the Database of Genomic
Variants, a curated catalogue of large-scale variation in the
human genome (http://projects.tcag.ca/variation/), some
copy number polymorphisms have been described on
21q22.11922.12. These data can aid in the identification
of potential genes that are more likely to be causative of the
patients’ phenotype. In addition to RUNX1 haploinsuffi-
ciency clearly involved in FDP/AML, at least four candidate
genes, SYNJ1, ITSNL1, RCAN1 and CLIC6, located outside
polymorphic regions, could contribute to mental retarda-
tion. Synaptojanin-1 is a nerve terminal protein that
appears to participate with dynamin in synaptic vesicle
recycling.’® Intersectin 1 is a cytoplasmic membrane-
associated protein that indirectly coordinates endocytic
membrane traffic with the actin assembly machinery. In
addition, the encoded protein may regulate the formation
of clathrin-coated vesicles and could be involved in
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synaptic vesicle recycling.'® The Down’s syndrome critical
region protein RCAN1 regulates long-term potentiation
and memory by inhibition of phosphatase signalling.'’
CLIC6, a member of the intracellular chloride channel
family, interacts with dopamine D(2)-like receptors.'®

Finally, inherited thrombocytopenia associated with
mental retardation is an uncommon condition. The
Jacobsen syndrome (OMIM 147791) with the Paris-Trous-
seau syndrome (OMIM 188025), the thrombocytopenia-
absent radius (TAR) syndrome (OMIM 274000) and the
22q11.2 deletion syndrome (OMIM 192430) have addi-
tional distinct clinical anomalies. Patients with Jacobsen
syndrome have trigonocephaly, facial dysmorphism,
cardiac defects and Paris-Trousseau-type platelet defects,
ie mild thrombocytopenia with a subpopulation of plate-
lets containing giant a-granules. TAR syndrome is char-
acterized by severe isolated thrombocytopenia at birth that
spontaneously improves after the first year of life. The
absence of radii with retention of normal thumbs is
characteristic and can be associated with renal and cardiac
defects. In the chromosome 22q11.2 deletion syndrome,
mental retardation can be associated with thrombocyto-
penia with large platelets in addition to conotruncal
cardiac anomalies, facial dysmorphism and immunodefi-
ciency. On the basis of these observations, 21q22.11q22.12
microdeletion could be a novel cause of mental retarda-
tion, in which a platelet disorder (thrombocytopenia and/
or abnormal platelet aggregation) would be a distinctive
phenotypic manifestation.
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4.1 La dystonie

4.1.1 Définition

La dystonie est un syndrome caractérisé par des contractions musculaires invo-
lontaires et prolongées affectant une ou plusieurs régions du corps, causant fréquem-
ment des mouvements répétés de torsion et des postures anormales [Fahn 1987],
[Fahn 1988| et [Fahn 1998]. Ces mouvements s’aggravent au cours de 1'action alors
qu’ils s’améliorent avec la relaxation ou le sommeil.

4.1.2 Prévalence

La prévalence de la dystonie est de 3,4 et 29,5 pour 100 000 pour la dys-
tonie généralisée et la dystonie focale respectivement [Nutt 1988|. Chez les Juifs
Ashkenazes, sa fréquence est cing fois supérieure a celle de la population géné-
rale [Bressman 2000]. D’aprés une étude épidémiologique de la dystonie en Europe
(2000), la prévalence annuelle de la dystonie primaire est de 15,2 pour 100 000,
parmi lesquels, 11,7 personnes pour 100 000 sont atteintes de dystonie focale. La
dystonie cervicale touche 5,7 personnes pour 100 000, le blépharospasme 3,6 pour
100 000 et la crampe de I’écrivain 1,4 pour 100 000.

4.1.3 Classification

Le terme de dystonie regroupe des syndromes trés hétérogénes et des patho-
logies variées. La classification est basée sur la distribution topographique, 1’age
d’apparition des symptomes ou I’étiologie |Bressman 2004].

4.1.3.1 Age d’apparition

On distingue la dystonie a début précoce ou tardif selon que les symptdmes sont
apparus avant ou aprés 26 ans.

4.1.3.2 Distribution topographique

La dystonie est focale si une seule région du corps est touchée : par exemple, la
crampe de 1’écrivain (bras), le blépharospasme (ceil), la dystonie cervicale (cou) ou
la dystonie laryngée.

Elle est segmentaire a partir de deux régions contigués touchées (par exemple
cranio-cervicale) ou multifocale & partir de deux régions non contigués affectées.
La dystonie généralisée correspond quant a elle a I'atteinte des genoux, du tronc
et d’une autre partie du corps.

Enfin, ’'hémidystonie touche un seul c6té du corps.

4.1.3.3 Classification étiologique

Dystonie primaire
C’est la forme la plus fréquente. Un certain nombre est associé & une anomalie
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génétique mais la caractérisation génétique de ces formes reste encore trés incom-
pléte. Elle survient chez des patients sans anomalie neurologique associée ni signe
d’anomalie structurale du systéme nerveux central a 'TRM : elle est soit généralisée
(dystonie idiopathique de torsion) soit focale.

« Dystonie-plus »
La dystonie est alors associée a d’autres signes neurologiques tels que des troubles
parkinsoniens (dystonie sensible a la levodopa) ou des myoclonies.

Dystonie secondaire
En fonction de la cause identifiée, les dystonies secondaires sont de 3 types.

— Elles peuvent étre causées par un agent exogeéne tel qu'un médicament (levo-
dopa, agoniste dopaminergique, antipsychotique, anticonvulsivant, inhibiteur
de la recapture de la sérotonine).

— FElles peuvent faire suite & des désordres dégénératifs ou métaboliques
[Fahn 1998|.

Elles peuvent étre induites par une lésion cérébrale acquise, en particulier
des ganglions de la base impliquant le putamen et le thalamus [Marsden 1985],
survenant & la suite d’un traumatisme périnatal, d’ictére nucléaire, d’infarc-
tus, d’hémorragie, d’infection, de traumatisme, d’anoxie, de sclérose multiple,
de tumeurs cérébrales [Calne 1988|.

La présentation clinique de ces dystonies secondaires varie alors selon le siége
des lésions.

— Les dystonies secondaires aux lésions striato-pallidales sont caractérisées
par des spasmes dystoniques soutenus. Les lésions touchent alors le territoire
sensori-moteur de cette structure.

Les dystonies secondaires aux lésions thalamiques se présentent comme des
dystonies myocloniques avec un myoclonus prédominant et une main « thala-
mique » associés a des postures dystoniques et des mouvements lents, pseudo-
athétoides. Les lésions sont centrées sur les noyaux Vim (qui recoit les affé-
rences cérébelleuses), Ve (qui regoit les afférences somatosensorielles) et a un
moindre degré sur le noyau Vo (qui recoit les afférences pallidales) du thalamus
[Lehéricy 2001].

4.1.4 Physiopathologie

Les symptomes sont causés par la contraction simultanée de muscles agonistes
et antagonistes, exacerbée au cours des mouvements volontaires [Yanagisawa 1971].
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Les symptomes observés sont liés & une perte d’inhibition & différents niveaux du
systéme nerveux.

Des études basées sur 1'utilisation de I'imagerie cérébrale, de modéles animaux ainsi
que les données de génétique ont permis de mieux appréhender la physiopathologie
complexe de cette entité clinique : des dysfonctionnements au niveau corticostrial,
cérébelleux et du systéme dopaminergique (en particulier des déficits en tyrosine
hydroxylase responsable de la synthése de L-DOPA) ont ainsi été mis en cause dans
la dystonie [Vidailhet 2009].

4.1.5 Bases génétiques

Les dystonies représentent un groupe hétérogéne de pathologies pour les-
quelles plusieurs loci et geénes responsables ont été identifiés [Schwarz 2009],
[Vidailhet 2009], contribuant ainsi & une meilleure compréhension des mécanismes
moléculaires impliqués et donc de la physiopathologie. Le tableau 4.1 résume les
connaissances génétiques actuelles sur ce syndrome.

4.1.5.1 DYT1

La majorité des cas familiaux de dystonie primaire d’apparition précoce est
liée a la délétion d’un trinucléotide GAG dans I'exon 5 du géne DY T1 (9q32q34)
conduisant a la perte d’un acide glutamique dans la partie C-terminale de la protéine.
D’autres variations de séquences de ce géne ont été identifiées mais leur implication
formelle dans la dystonie n’est pas prouvée a ce jour, si ce n’est un SNP (résidu
216) qui modifie 'expression clinique des porteurs de la délétion GAG de DYT1 et
diminue la pénétrance de la dystonie associée & DYT1.

Ce geéne code la torsine A, une protéine appartenant a la famille des adénosine
triphosphatases [Gasser 1998|, [Ozelius 1997]. Les membres de cette famille de pro-
téines chaperonnes interviennent dans la dégradation des protéines, le trafic mem-
branaire, la fusion de vésicules et le mouvement des organelles, la dynamique du
cytosquelette et le repliement des protéines. La torsine A, quant a elle, a une expres-
sion ubiquitaire. Au niveau cérébral, elle est préférentiellement exprimée au niveau
du cervelet par les cellules de Purkinje, au niveau du thalamus, du globus pallidum,
de I'hippocampe et du cortex. Son expression est exclusivement neuronale, au ni-
veau du réticulum endoplasmique. La mutation décrite dans la dystonie entraine
une relocalisation de de la protéine au niveau de l'enveloppe nucléaire et une mor-
phologie cellulaire anormale. La torsine A régule le traffic cellulaire du transporteur
de la dopamine et interfére avec le cytosquelette, affectant ainsi le développement
des voies neuronales dans le cerveau.

Le modeéle murin (knock-in et knock-down) montre un déficit de contréle moteur
et de la voie dopaminergique.

La dystonie liée a cette délétion se caractérise par une pénétrance de 25 a 30% et
un phénotype pouvant aller de la dystonie généralisée & une atteinte focale modérée
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Classification moléculaire des dystonies. D’aprés [Schwarz 2009].

TAB. 4.1 —
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[Bressman 1994|, [Opal 2002]. 11 existe cependant des caractéristiques communes :
la survenue précoce de la dystonie, une premiére atteinte touchant le bras ou la
jambe, progressant dans 65% des cas vers une atteinte généralisée ou multifocale.
L’incidence de la mutation est de 1/12 000 dans le sud-est de la France. Par ailleurs,
cette mutation est associée & un risque de dépression précoce, indépendemment de
I’apparition de signes dystoniques, d’ou l'importance du dépistage familial quand
un sujet est atteint de dystonie DYT1.

L’imagerie par tomographie par émission de positons montre une répartition d’uti-
lisation du glucose caractéristique (augmentation du métabolisme au niveau des
ganglions de la base, du cervelet et du cortex moteur). En outre, sont notés un dé-
faut de liaison des récepteurs dopaminergiques D2 du striatum et des anomalies de
la microstructure de la substance blanche du cortex sensori-moteur.

4.1.5.2 Dystonie précoce non DYT1

Les loci en cause sont DYT6, DYT13 et DYT7. La transmission est au-

tosomique dominante (DYT6 et 13) ou récessive (DYTT7). La dystonie apparait a
I’adolescence et prédomine au niveau de la face et du cou. Pour DYT6 et DYT?7,
la progression vers une dysphonie sévére et une dysarthrie est décrite.
En ce qui concerne la dystonie DYT6, le gtne THAP1 a été identifié. Une inser-
tion/délétion conduisant & Papparition d'un codon stop prématuré ainsi que des
mutations ponctuelles ont été décelées. THAP1 régule la prolifération cellulaire en-
dothéliale. La mutation provoque I'altération de la liaison 8 I’ADN et de la régulation
transcriptionnelle.

4.1.5.3 La dystonie sensible a la L-DOPA (DYTS5)

Elle survient dans I’enfance (5-6 ans) et se traduit par une dystonie touchant

les membres inférieurs conduisant & une démarche avec rigidité de la jambe. Elle
peut aussi toucher les bras, le tronc et plus rarement le cou. Elle est marquée par
des variations diurnes, s’aggravant au cours de la journée. Elle se traduit par une
hypereflexie, un parkinsonisme avec bradykinésie et une instabilité posturale. Les
signes cliniques peuvent étre variés. Elle est sensible & de faibles doses de L-DOPA
et répond aux anticholinergiques.
Des mutations hétérozygotes du géne GCH1 sont responsables de cette patholo-
gie. La pénetrance est plus élevée chez les femmes. La GTP-cyclohydroxylase est
la premiére enzyme et le facteur limitant de la synthése de tetrahydrobioptérine,
cofacteur de la tyrosine-hydroxylase. Elle intervient donc dans la biosynthése de
la dopamine. Dans certains cas, cette dystonie peut étre diie & une mutation hé-
térozygote composite ou homozygote de GCHI ou & des mutations hétérozygotes
d’autres enzymes intervenant dans la synthése de la dopamine comme la tyrosine-
hydroxylase, la 6-pyruvoyltetrahydroptérine-synthase (6-PTS) et la sepiapte-
rine réductase. Les phénotypes plus sévéres sont liés & un déficit en sérotonine,
norépinephrine et dopamine.
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La dystonie sensible a la L-DOPA se distingue des formes DYT1 et de celles asso-
ciées & un parkinsonisme juvénile dies & une mutation homozygote ou hétérozygote
composite du gene de la parkine.

4.1.5.4 La dystonie-myoclonie (DYT11, DYT15)

Cette forme se caractérise par des mouvements brusques et rapides. La trans-
mission est autosomique dominante, & pénetrance incompléte.

DYT11

Cette dystonie est liée a des mutations perte de fonction du géne SGCE
(sarcoglycan-epsilon, 7q21), ou a des délétions hétérozygotes qui peuvent emporter
tout le géne. Ce géne est soumis & empreinte parentale. Un cas de disomie unipa-
rentale a été rapporté.
Cette famille de génes code les constituants du complexe dystrophine-
glycoprotéine : les mutations de I'alpha, béta, gamma et delta sarcoglycan en-
trainent une dystrophie musculaire. SGCE est largement exprimé au niveau des
neurones du cortex cérébral, des ganglions de la base, de I’hippocampe, du cervelet
et du bulbe olfactif. Sa fonction est inconnue.

DYT15

Un second locus, DYT15 en 18p, est associé a cette forme clinique. La myoclonie
est le symptome prédominant associé ou non a une dystonie modérée. La dystonie
seule est rare (crampe de ’écrivain). Elle survient dans la premiére ou deuxiéme dé-
cade et touche le cou et les bras, parfois le tronc. Aprés une période de progression,
les symptémes tendent vers un plateau. Des troubles compulsifs et une alcoolodé-
pendance sont fréquemment observés. La myoclonie a une origine sous-corticale.

4.1.5.5 La dystonie associée 4 un parkinsonisme d’apparition précoce
(DYT12)

Elle se traduit par la survenue soudaine d’une dystonie persistante et et d’un
parkinsonisme dans I’enfance ou chez I'adulte jeune. La transmission est autoso-
mique dominante, des mutations de movo sont observées. Le géne responsable est
localisé en 19q13 et code une sous-unité catalytique Nat/KT-ATPase a3 de la
pompe sodium-potassium.

4.1.5.6 Dystonie-parkinsonisme liée 4 I’X, DYT3

Il s’agit d’une forme héritée récessive lice a I’X. Le géne en cause est TAF1
(TATA binding protein-associated factor 1). Elle survient chez les gar¢ons aux Phi-
lippines. Elle associe une dystonie & un parkinsonisme, voire un parkinsonisme pur.
Le phénotype peut étre large. Les femmes hétérozygotes peuvent présenter une dys-
tonie modérée ou une chorée.



Chapitre 4. Translocation t(3;18)(p12.3;q23)dn et dystonie
76 syndromique

Les études neuropathologiques montrent une gliose du putamen, du striatum et du
noyau caudé. Au niveau du néostriatum, le striosome est impliqué.

4.1.6 Traitements

La connaissance des mécanismes physiopathologiques & l'origine de la dystonie
a conduit & la mise en place de thérapeutiques adaptées. Cependant, le traitement
reste symptomatique [Balash 2004].
Il convient en premier lieu d’éliminer par des investigations appropriées les causes
de dystonie secondaire et celles répondant au traitement par levodopa.
Parmi les traitements pharmacologiques, sont & noter, 'apport de la toxine bo-
tulique dans le traitement de la dystonie cervicale et du blépharospasme et celui
du trihexyphenidyl a forte dose dans le traitement de la dystonie segmentaire et
généralisée chez 'enfant et les adultes de moins de 30 ans.
Récemment, la stimulation cérébrale profonde a été mise en place afin d’amélio-
rer les troubles dystoniques. La stimulation du globus pallidus interne par stimula-
tion cérébrale profonde chronique inhibe les décharges neuronales dans les cellules les
plus proches de I’électrode et provoque une activité excitatrice au niveau des popu-
lations neuronales plus éloignées [Pralong 2007]. Ainsi, la modification de 'activité
oscillatoire par une stimulation a haute fréquence normalise le tonus musculaire par
désynchronisation de certaines ondes de fréquence [Liu 2008].

4.2 Description du cas clinique étudié

4.2.1 Clinique de la patiente

Cette patiente, née au terme d’une grossesse sans particularités, & 40 semaines
d’aménorrhée, est eutrophique (taille de 48cm, poids de 3360g et périmétre cranien
de 34cm) et a présenté une bonne adaptation néonatale. Il s’agit de la troisiéme
enfant d’une fratrie de trois, aucun antécédent familial n’est rapporté, les parents
ne sont pas apparentés.

Les premiers signes sont apparus a 1’dge de quatre mois : les parents notent des
mouvements anormaux des bras et du tronc.

A six mois, elle présente en plus des épisodes d’opisthotonos sans acquisition du port
de téte ni développement des acquisitions psychomotrices. Le contact oculo-moteur
est bon, le sourire réponse est présent. On note une hypotonie axiale globale.

A neuf mois, les acquisitions psychomotrices stagnent, les mouvements dysto-
niques des membres, du tronc et de la téte génant considérablement toute
tentative de mouvements volontaires. S’y associent par ailleurs des mouvements
myocloniques & chaque stimulation sonore. Le test & la L-Dopa s’est révélé néga-
tif.

A douze mois, I'introduction de trihexyphénidyl a permis une amélioration de la
composante douloureuse de la dystonie. La tenue assise a été acquise & 32 mois.

A quatre ans, il n’y a pas de langage (émission de voyelles mais pas de syllabes). Les



4.2. Description du cas clinique étudié 77

mouvements brusques choréiques persistent, en particulier en situation de fatigue et
de stress.

A sept ans, le retard psychomoteur est manifeste, sans acquisition du lan-
gage ni de la marche. Elle bénéficie du soutien du SESSAD (service d’éducation
spéciale et de soins & domicile) et d’une prise en charge en orthophonie, ergothérapie
et kinésithérapie.

4.2.2 Examens complémentaires

Devant ce tableau clinique, et en particulier la dystonie précoce et sévére, des
explorations complémentaires ont été entreprises afin de rechercher une étiologie aux
troubles observés chez cette patiente.

4.2.2.1 Explorations cérébrale et métabolique

A T'age d’un an, 'TRM cérébrale et ’électroencéphalogramme sont nor-
maux. La spectroscopie IRM a montré un pic de lactates au niveau des noyaux
gris centraux, faisant suspecter un déficit de la chaine respiratoire mitochondriale.
Des biopsies musculaire et hépatique n’ont cependant pas mis en évidence de déficit
d’activité de la chaine respiratoire dans ces deux tissus.

Le bilan métabolique (ammoniémie, point redox, céruléoplasmine, chromato-
graphie des acides aminés sanguins et urinaires, chromatographie des acides orga-
niques) est sans particularité. Il n’y a pas de déficit en vitamine E, les enzymes
leucocytaires sont normales.

4.2.2.2 Caryotype

Il montre une translocation réciproque apparemment équilibrée de survenue
de movo (caryotypes parentaux normaux) entre le bras court du chromosome 3 et
le bras long du chromosome 18, les points de cassure étant localisés en pl12.3 sur le
chromosome 3 et en 23 sur le 18 (figure 4.1).

L’absence d’'un autre chromosome partenaire de la translocation a été vérifiée
par FISH a l’aide de sondes totales des chromosomes 3 et 18 : les chromosomes
dérivés de la translocation étaient marqués en totalité par ces 2 sondes.

4.2.2.3 Elimination d’une cause génétique autre que la translocation

Hybridation génomique comparative en microréseau (array-CGH)

Les pathologies de point de cassure sont des évenements exceptionnels. Il a ainsi
été montré grace a la technique d’hybridation génomique comparative en microré-
seau qu'un déséquilibre génomique submicroscopique était retrouvé dans 40% des
cas de translocations apparemment équilibrées [De Gregori 2007]. Cette analyse a
donc été réalisée chez notre patiente a ’aide d'une puce & oligonucléotides 105K
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(Agilent) et n’a montré aucun déséquilibre génomique a un seuil de sensibilité
estimé a 60kb.

Etude du géne DYT'1

Dans un premier temps, la délétion 946delGAG (delE302/303) du géne DYT1,
qui a été impliquée dans la dystonie primaire d’apparition précoce |[Ozelius 1997|, a
été recherchée et écartée.
Par la suite, nous avons séquencé la totalité de la région codante (5 exons) de DYT1
chez la patiente dans 'hypothése qu’'une variation de séquence autre que celle décrite
dans la littérature puisse étre & I'origine d'une altération de la torsine A et donc de
la dystonie observée chez cette patiente. Aprés comparaison a un témoin, aucune
variation de séquence n’a été révélée.

4.2.3 Cartographie des points de cassure

En présence de ce réarrangement de survenue de novo et en ’absence d’autre
altération génomique évidente & l'origine du phénotype de cette patiente, I’étude
de la translocation a été poursuivie afin d’établir si elle pouvait expliquer les signes
cliniques observés.

La caractérisation du point de cassure sur les deux chromosomes partenaires de la
translocation a donc été entreprise : elle a pour objectif de déterminer si des génes
sont interrompus et dans quelle mesure ils constituent des génes candidats de la
dystonie.

Dans un premier temps, la cartographie physique des régions correspondant aux
points de cassure de la translocation est réalisée a ’aide de BAC localisés en 3p12
et 18q23 par FISH.

Une fois les BAC chevauchant les points de cassure déterminés, la cartographie a
été précisée grace a plusieurs techniques de biologie moléculaire (Southern blot, am-
plification du fragment de jonction par PCR longs fragments) jusqu’au séquencage
du point de cassure.

4.2.3.1 FISH

A partir des informations fournies par le caryotype sur la localisation des points
de cassure, une cartographie physique par une stratégie de marche sur les chromo-
somes 3 et 18 a été entreprise.

Dans un premier temps, des BAC localisés en 3p12 et 1823 ont été sélectionnés via
les sites UCSC genome browser et Ensembl. Ils constituent autant de sondes pour la
réalisation d’une technique de FISH sur chromosomes métaphasiques de la patiente.

Localisation du point de cassure sur le chromosome 3

Vingt BAC localisés sur le bras court du chromosome 3 ont été extraits a partir de
cultures bactériennes, leur ADN marqué et hybridé sur les chromosomes métapha-
siques de la patiente : leur localisation chromosomique et leur position par rapport
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au point de cassure sont résumées dans le tableau 4.2 et 1a figure 4.2. Le BAC RP11-
1029A24, s’hybridant a la fois sur les dérivés du 3 et du 18, chevauche le point de
cassure sur le chromosome 3. Le signal fluorescent sur le dérivé du chromosome 18
est plus faible voire non visible sur certaines mitoses, ce qui laisse supposer que
le point de cassure peut se situer dans la partie 5 du BAC RP11-1029A24 (figure
4.4a). D’autre part, le BAC RP11-113N7 ne semble pas s’hybrider sur les dérives
de la translocation, ce dernier chevauchant partiellement le BAC RP11-1029A24, il
est toutefois possible que le point de cassure se situe au niveau de lextrémité 3’ de
RP11-113N7. Les BAC encadrant le point de cassure sont RP11-588D3 (proximal)
et RP11-26M20 (distal), ce qui réduit a 41,6kb la région d’incertitude sur le point
de cassure sur ce chromosome. Le géne ROBO1 est en partie contenu dans cet
intervalle : le point de cassure se situerait entre les introns 8-9 et 20-21 de ce
dernier (entre 78 777 601 a 78 819 202pb).

Le transcrit de référence utilisé est le transcrit NM 002941, I'exon 1 correspon-
dant au premier exon codant. Par la suite, la numérotation des exons et introns de

ROBO1 font référence a ce transcrit.

BAC Localisation du BAC enpb a Taille du BAC en pb Position du BAC par rapport au
partir de I'extrémité du bras court point de cassure
(hg18)
RP11-237K2 (AC130004.4) 77 020 165-77 138 863 118 699 distal
RP11-54A6 (AC138974.2) 77 261 842-77 292 316 30 475 distal
RP11-88K11 (AC131005.3) 77 290 313-77 481 543 191 231 distal
RP11-342C2 (AC133040.3) 77 652 533 -77 781 873 129 341 distal
RP11-33G11 78 075 136-78 227 458 152 323 distal
RP11-354H21 78 125 060-78 271 856 146 797 distal
RP11-314M24 78 353 006-78 520 746 167 740 distal
RP11-347G18 78 520 512-78 684 942 164 431 distal
RP11-77C5 78 601 397-78 754 813 153 417 distal
RP11-26M20 78 628 016-78 775 281 147 266 distal
RP11-113N7 78 672 830-78 829 803 156 973 ?
RP11-1029A24 78 777 601-78 963 298 185 698 chevauchant
RP11-588D3 (AC055731.22) 78 819 202-78 971 738 152 537 proximal
RP11-392P21 78 837 732-78 994 782 157 051 proximal
RP11-95L24 78 930 945-79 091 816 160 872 proximal
RP11-30H24 78 949 935-79 102 388 152 454 proximal
RP11-268F24 (AC016946.15) 79 036 422-79 197 544 161 123 proximal
RP11-539J20 (AC123565.6) 79 195 541-79 351 703 156 163 proximal
RP11-168E23 (AC125815.6) 79 715 929-79 755 919 39 991 proximal 1
RP11-26H10 80 133 805-80 297 110 163 306 Mal localisé

TAB. 4.2 — Liste des BAC hybridés localisés sur le chromosome 3, leur localisation

chromosmique et leur position par rapport au point de cassure sur le der3.
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Fia. 4.2 Cartographie du point de cassure sur le chromosome 3 a I'aide de sondes
BAC. La région d’incertitude est entre les deux fleches. Source : UCSC genome
browser.

Localisation du point de cassure sur le chromosome 18

Dix BAC localisés sur le chromosome 18 ont été hybridés (tableau 4.3). Le BAC
chevauchant le point de cassure sur ce chromosome et s’hybridant par conséquent
sur les deux dérivés de la translocation est RP11-105 (figure 4.4b). Les BAC
flanquants sont RP11-153A9 (proximal) et RP11-97B19 (distal) (figure 4.3), d’ou
une incertitude d’environ 77kb (de 74 513 019 & 74 590 814pb).
Aucun géne connu n’est inclus dans cet intervalle.
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BAC Localisation du BAC en pb | Taille du BAC | Position du BAC par
a partir de l'extrémité du | en pb rapport au point de
bras court ( hgl8) cassure

RP11-427K14 74 125 464- 74 285 900 160 437 proximal

RP11-153A9 T4370014-74 513019 143 006 proximal

RP11-105 74 446 524- 74 590 814 144 291 chevauchant

RP11-97B19 74 608 135- 74 790 135 182 001 distal

RP11-62G9 74 608 123-74 791 284 183 162 distal

RP11-1057F2 74751 831- 74 914 669 162 839 distal

RP11-344D12 74 827 322-75 009 191 181 863 distal

RP11-345015 74 859 536-75 017 098 157 563 distal

RP11-298P14 74 922 639-75 091 266 168 628 distal

RP11-67601 75 520 078- 75 703 532 183 455 distal

TAB. 4.3 — Liste des BAC hybridés localisés sur le chromosome 18 et leur position

par rapport au point de cassure.
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FiG. 4.4 — FISH sur chromosomes métaphasiques de la patiente.

(a) BAC RP11-1029A24 (chromosome 3) chevauchant le point de cassure avec un
signal sur le chromosome 3 et 2 signaux plus faibles sur les dérivés de la translocation.
(b) BAC RP11-105 (chromosome 18) chevauchant le point de cassure avec un signal
sur le chromosome 18 et 2 signaux sur les dérivés de la translocation.

Une sonde subtélomérique en 18ptel est utilisée comme sonde témoin.



Chapitre 4. Translocation t(3;18)(p12.3;q23)dn et dystonie
84 syndromique

4.2.3.2 Southern blot

Cette translocation aboutit & I'interruption d’un géne connu uniquement sur le
chromosome 3, c¢’est pourquoi la recherche d’un fragment de jonction a tout d’abord
été entreprise par Southern blot a partir de sondes localisées dans le géne ROBO1
en 3pl2.

Les enzymes de restriction reconnaissent une séquence spécifique de 'ADN et le
coupent & ce niveau, conduisant & la détection de fragments d’ADN de tailles définies,
par Southern blot. La modification de la séquence génomique sur le chromosome 3
transloqué entraine 1’apparition ou la disparition de sites de restriction et donc une
modification du profil de restriction. Des sondes d’ADNc¢ synthétisées par RT-PCR,
d’une taille d’environ 600 & 720pb, ont été choisies de facon & couvrir la région
d’incertitude du point de cassure sur le chromosome 3, soit entre les exons 6 et 22.
Dans un premier temps, les sondes localisées entre les exons 6 et 10 (sonde A), et
10 et 14 (sonde B) ont été utilisées : seule la sonde B a montré une modification
du profil de restriction chez la patiente par rapport aux 2 témoins, avec ’apparition
d’une bande supplémentaire pour 4 enzymes sur 6 (Xbal, EcoRI, HindIII et BamHI).
Afin de restreindre d’avantage la région du point de cassure, la sonde C, couvrant les
exons 11 a 13 de ROBO1, a été utilisée : une bande supplémentaire est observée chez
la patiente par rapport aux témoins pour les mémes enzymes de restiction (figure

45).

EcoRlI Xbal Hindlll BamHI

9356pb

~ N

7004pb ~7600pb
5143pb 5554pb
~3600pb
2742pb 3053pb

FHPFHP F HP F HP

lFoim de cassure

i S B D SR e R I S IR SN R B A TR N A R e B L

29 28 27 26 25 24 23 22 21 2019 18 17 16 1514 131210 9 8 7 6 5 4 3 2 1
Ar—
Sonde C

Fi1G. 4.5 — Southern blot avec la sonde C : Profil de restriction des enzymes EcoRI,
Xbal, HindIl et BamHI aprés digestion des ADN de 2 témoins (F et H) et celui de
la patiente (P). Les fragments supplémentaires chez la patiente sont indiqués par les
flaches. Le marqueur de taille utilisé est AHindIII.
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L’estimation du point de cassure sur le chromosome 3 a été déduite de I’étude
du profil de restriction de ’enzyme FEcoRI. En effet, des sites de restriction de cette
enzyme ont été localisés grace au logiciel RestrictionMapper! dans I’intron 9, dans
I’exon 12 et dans I'intron 13 de ROBO1, conduisant a 2 fragments de 2742 et 5143pb.
L’étude du profil de restriction d’EcoRI aprés marquage par la sonde C chez la
patiente a mis en évidence ces derniers ainsi qu'un fragment supplémentaire d'une
taille estimée a 3600pb da a ’apparition d’un nouveau site de restriction du fait de
la translocation : il apparait donc que le point de cassure se situe dans ’intron
13, au maximum 3600pb aprés le début de celui-ci (figure 4.6).

2 742pb 5 143pb
Allgle sauvage GAATIC+—--——-- —r GAATTE. W mr et e fy o s g e e
niron 9 {exon12
Chromosome 3 ROBOT) ROBO!)
2 742pb ~3 D00pb
Aliéle ransloqué GAATTC +—-----— —» GAATTC +—-———— —» GAATTC
der3 {intron 9 {exon12 (chromosome 18
ROBO1) ROBO1)

F1G. 4.6 — Positions des sites de restriction d’EcoRI (GAATTC) au niveau du point
de cassure sur le chromosome 3 et le der3 et taille des fragments observés : le site
apparu suite a la translocation est en gras.

4.2.3.3 Isolement et séquencgage du fragment de jonction

Si l'incertitude sur la position du point de cassure sur le chromosome 3 est
relativement faible, elle est encore de 70kb sur le chromosome 18. La technique de
PCR longs fragments a alors été entreprise afin d’amplifier et d’isoler un fragment
de jonction sur le dérivé du chromosome 3 d’une taille maximale d’environ 10kb
dans le but de procéder au séquencage de la région de part et d’autre du point
de cassure. L’amorce sens utilisée pour la PCR est localisée dans I'exon 11 de
ROBO1, alors que les 9 amorces anti-sens testées sont localisées tous les 10kb dans
la séquence du BAC RP11-105 chevauchant le point de cassure sur le chromosome
18.

Un fragment d’une taille approximative de 9kb a ainsi été amplifié, purifié et
séquencé a partir du dérivé du chromosome 3 dans un premier temps. Ce résultat a
ensuite été confirmé par séquencage a partir d'une amorce localisée sur le dérivé du
chromosome 18. Le point de cassure est donc situé en position 78 799 194 sur le
chromosome 3 (base 529 de l'intron 13 de ROBO1 et en position 74 534 358 sur
le chromosome 18 (construction génomique hgl8).

"http ://www. restrictionmapper.org
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Les jonctions sont les suivantes :

— jonction 18-3 (du télomeére vers le centromere) sur le dérivé du chromosome
3 : insertion d’une paire de bases et délétion de 9pb de l'intron 13 de ROBO1
— jonction 18-3 (du centromere vers le télomeére) sur le dérivé du chromosome

18 :

insertion de 11pb (figures 4.7 et 4.8).
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Fia. 4.7 Séquengage de la région entourant les points de cassure. (A) a partir du
dérivé du chromosome 3. (B) a partir du dérivé du chromosome 18)

B :der 18

Il est & noter qu'une deuxiéme approche a été envisagée en paralléle afin de
réduire l'incertitude sur la position du point de cassure sur le chromosome 18 par
marche sur le chromosome a l’aide de sondes de FISH de 10kb synthétisées par
PCR, couvrant le BAC RP11-105. Ceci n’a cependant pas abouti, en raison de
I’absence de signal de fluorescence spécifique aprés hybridation sur les chromosomes
métaphasiques de la patiente. Ce probléme pourrait s’expliquer d’une part par la
difficulté de visualisation des signaux de fluorescence de sondes de taille relativement
faible et d’autre part par les difficultés rencontrées lors de la synthése de ces sondes
et de leur purification.

Ceci a donc montré que le géne ROBO1 était interrompu par la trans-
location sur le chromosome 3, alors qu’aucun géne connu n’est décrit au
point de cassure sur le chromosome 18.
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Dérivé 3

GTGGOCTOGTCTTAACTCACTGATGGCATTTOATOGGCCCTOTTITCCAAAAGTCACATCCCT
GGUACAGTGGOTAGGACGTC CACACATCTCTTTGGHGGAACADGGCTCTGTCTATAGCATG
GAGCGTGGATTCTGOTOTOAGAGCACGCATIT]
OCATAATAA
TCACATCAGGGTAAATGG
GGTATCTATCACCTCAATCATTTATCCTTTGTTTGTGTTACAAACATTCCAGTTATACTTTA
TITAAAAATGTACAATAAATTATTATTGACTGCAGTCACCTTGTTGCTAT

Dériveé 18
GCACTOCCACTTCTCTUTOCGCACAGCAAACTTCTCTGOAGAAGCCTGAGTTCACATGTG
GAGCCGCTOGOCOCCGOGATTCTGEACGGTGOGGTCTCTITCCAGCCCCCTUTGCTUCCTTAGG
CTGOGTGCCOTGGCOCOCCACCAGOCCCTGOGOTCCTGCTOTGOGTUCACCTCTCAGGITGA
CCTGTATG[CCTGTATGCC TATATCAAAATACCTCATGTACCCATAAATATATACACCTGTT
AGTACCCATAAATTTTAAAAATATGTGAATATTTGTGTATTCTATTCAATTTCCTGAATTTT

AAATATGGTAACATGTAGGTOTACAATCTTAATCATATTATAATTGTATTTAAAATTAACT
AAATTTTATTTATTTATAAGTTCAGTACTCACAACCTTCTG

Fia. 4.8 Séquences aux points de cassure sur les 2 dérivés de la translocation. En
rouge : séquence du chromosome 18, en bleu : séquence du chromosome 3, en noir :
bases insérées, en vert : bases délétées sur le dérivé 3.

4.3 Détermination de 'origine parentale du chromosome
3 transloqué

La recherche d'un SNP de ROBO1 a l'état hétérozygote chez la patiente et &
I’état homozygote chez I'un de ses parents a pour but de définir I'origine parentale
du chromosome 3 transloqué.

Ainsi, le séquencage de ’ADN génomique de I'exon 12 de ce géne pour mettre
en évidence le SNP rs2271151 situé dans cet exon donne les résultats suivants :
— ADNg de la patiente : A/G
ADNg de la meére : A/G
ADNg du pére : G/G
La patiente a donc hérité de I'alléle portant le nucléotide A de sa meére et de ’alléle
portant le nucléotide G de son pére.

Apreés retrotranscription, le séquengage de 'ADNe de la patiente (amorces
dans les exons 10 et 14) révele la présence de l’alléle maternel (A) uniquement.
En parallele, le séquencage de ce méme exon chez un témoin hétérozygote pour
ce SNP, a partir d’ADNg et d’ADNc apreés rétrotranscription des ARNm, a révélé
I’expression des 2 alléles.
Ceci est donc en faveur d’une absence d’expression de 'ARNm d’un alléle chez la
patiente en raison d’une absence de transcription due a l'interruption de la séquence
de ROBOI. L’alléle paternel étudié ici par un fragment de PCR chevauchant le
point de cassure (amorces dans les exons 10 et 14) ne s’exprime pas du fait de la
translocation qui interrompt ROBO1 (figure 4.9). Le chromosome transloqué est
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donc le chromosome 3 d’origine paternelle.
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F1G. 4.9 — Séquencage de 'exon 12 de ROBO1 contenant le SNP rs2271151 (entouré
en noir) a partir ’ADNg et d’ADNc de la patiente.
ADNg : T/C, ADNc : T (brin anti-sens).

Une fois les points de cassure sur les 2 chromosomes partenaires de la transloca-
tion précisés, l'étude in silico des région 3pl2.1 et 18g23 dans un intervalle de 1Mb
de part et d’autre des points de cassure a été réalisée dans 1’objectif d’établir :

1. quels sont les génes candidats pour la dystonie en fonction de leurs actions
physiologiques et de leur profil d’expression,

2. si l'interruption de génes candidats est a ’origine des troubles observés ou si
un effet de position sur des génes & proximité du point de cassure peut étre
envisagé.

Dans un second temps, une étude fonctionnelle de ces génes est envisagée afin de les
relier éventuellement au phénotype pathologique de cette enfant.

4.4 Etude de la région encadrant le point de cassure sur
le chromosome 3

4.4.1 Cartographie de la région 3p12

Hormis ROBO1, aucun géne n’a été décrit dans un intervalle de 1Mb de part et
d’autre du point de cassure.
La cartographie de cette région est représentée avec les genes les plus proches de
part et d’autre du point de cassure, leur distance par rapport a celui-ci, les 2 ARN
non codants décrits par [Angeloni 2006| et [Ghosh 2009] et les séquences hautement
conservées non codantes dans la région proximale au point de cassure, dans un
intervalle d’1Mb (figure 4.10).
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F1G. 4.10 — Geénes les plus proches du point de cassure (rectangles rouges, sens de
transcription indiqué par une fleche), ARN non codants décrits par [Angeloni 2006]
(rectangles verts) et séquences hautement conservées entre ’homme et la souris (en
rouge : séquences de plus de 350pb présentant plus de 77% d’homologie) en 3p12.

4.4.1.1 Recherche d’un effet de position

Les séquences hautement conservées intergéniques dans un intervalle de
1Mb de part et d’autre du point de cassure sur le chromosome 3 ont été recherchées.

Si le seuil d’homologie est fixé a plus de 77% sur plus de 350pb entre ’homme
et la souris [Ovcharenko 2004], plus de 90 séquences hautement conservées sont
localisées dans l'intervalle séparant les génes des 2 récepteurs ROBO1 et 2.

Par contre, aucune séquence de plus de 100pb présentant 100% d’homologie
entre '’homme et la souris et plus de 97% d’homologie entre 'homme et le poulet
(critéres identiques & ceux qui ont permis l'identification de séquences régulatrices
sur le chromosome 18 par [Rizzolio 2008]) n’est répertoriée dans la base de données
ECR browser?.

A lissue de cette analyse in silico et sans indication d’études fonctionnelles
apportant la preuve de 'existence de séquences régulatrices dans cette région, il est
difficile de se positionner quant a leur existence ou non.

L’effet de position lié a ces séquences, de par leur rapprochement avec un géne
putatif situé sur le chromosome 18 pourrait avoir un effet sur celui-ci. Par contre,
les séquences régulatrices situées sur le chromosome 18, se retrouvant a proximité
de ROBO2, géne localisé sur le derl8 suite a la translocation pourraient réguler son
expression.

La localisation des génes sur les 2 dérivés de la translocation est indiquée sur la
figure 4.11.

2http ://ecrbrowser.dcode.org
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Fi1G. 4.11 — Représentation des génes 1Mb de part et d’autre des point de cassure
sur les chromosomes transloqués (sens de trascription indiqué par une fleche)

ROBO2

L’analyse de PARNm de ROBO2, géne le plus proche du point de cassure
sur le derl8, pourrait apporter des arguments pour appuyer ou réfuter la thése d’un
effet de position & ce niveau.
Ce géne est un récepteur membranaire de la méme famille que ROBO1. 1l est im-
pliqué, au méme titre que ROBOI1, dans le guidage axonal.
L’interruption de ce géne suite & une translocation et la mise en évidence de mu-
tations faux-sens ségrégeant avec la maladie ont par ailleurs conduit & le mettre en
cause dans la survenue d’'un reflux vésicourétéral |Lu 2007|.
Afin d’évaluer 'effet de la translocation sur ’expression de ce géne, nous avons voulu
déterminer si le niveau d’expression d’ARNm de ROBO2 chez la patiente était mo-
difié par rapport & un témoin.
Malheureusement, la quantification par RT-QPCR n’a pas abouti (aucune amplifica-
tion n’a été décelée a partir des 2 couples d’amorces sélectionnés) trés probablement
en raison de son faible taux d’expression dans le sang.

GBE1

Le géne le plus proche du point de cassure sur le chromosome 3 dans la région
proximale est GBE1 (enzyme branchante du glycogeéne) (MIM 607839). Il intervient
dans la voie de biosynthése du glycogéne. Un déficit en GBE1 est responsable de la
glycogénose de type 4 (MIM 232500) de transmission autosomique récessive et de la
maladie & corps de polyglucosan (MIM 263570) de I’adulte.
Etant situé a plus de 2,8Mb du point de cassure, il est peu probable que son ex-
pression soit affectée par un effet de position, de plus les conséquences d’un déficit
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ne correspondent pas aux signes cliniques observés chez la patiente de cette étude.
Il n’a donc pas été étudié.

4.4.2 ROBOL1 : roundabout, homologue 1 ( Drosophila)

Ce géne est interrompu du fait de la translocation, il apparait donc comme le
géne candidat le plus probable pour la dystonie syndromique.

4.4.2.1 Le géne ROBO1 (MIM 602430)

Ce géne a été initialement cloné et caractérisé chez la Drosophile par [Kidd 1998].
Des séquences homologues et une expression d’ADNc au niveau du cerveau foetal
chez I’homme ont par ailleurs été mis en évidence, ce qui a conduit & la découverte
de ROBO1 chez 'homme.

11 est localisé sur le bras court du chromosome 3, en 3p12.3 et couvre 1170,76kb (79
899 837-78 729 080pb) (NCBI36, mars 2006).

4.4.2.2 Les transcrits de ROBO1

Quatre transcrits différents ont été identifiés, référencés dans RefSeq et annotés
suite au projet ENCODE. Ils comportent de 28 & 31 exons. La transcription se fait
a partir du brin anti-sens.

~ Le variant 1 (NM_002941.3) (transcrit de 6925pb) code le plus grand des

isoformes (a) (1651 acides aminés)

— Le variant 2 (NM_133631.2) (transcrit de 7509pb) code l'isoforme b (1612

acides amineés)

~ Le variant 3 (NM_001145844.1) (transcrit de 5227pb) code l'isoforme ¢ (1606

acides aminés)

— Le variant 4 (NM_001145845.1) (transcrit de 4838pb) code l'isoforme d (1551

acides aminés).

Ces trancsrits difféerent par leur promoteur et la région 5’UTR. Leur site d’ini-
tiation de la traduction est donc différent, ce qui aboutit a des isoformes plus courts
comportant une région N-terminale distincte de celle de l'isoforme a. La région
5UTR des variants 2, 3 et 4 comporte en outre un cadre de lecture ouvert (WORF)
de 55 acides aminés. Les transcrits 3 et 4 possédent respectivement 2 et 3 exons
internes différents par rapport au 1.

Ils possédent un exon supplémentaire de 9pb entre les exons 8 et 9 du transcrit
L
— Pexon 23 du transcrit 1 est différent pour le transcrit 4,
— P’exon 20 du transcrit 1 est absent des transcrits 3 et 4.

Ces différents transcrits sont représentés sur la figure 4.12 ci-dessous.
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FiG. 4.12 Transcrits de ROBO1 (RefSeq). Les exons codants sont représentés par
les rectangles roses pleins proportionnels a la taille, les régions 5'UTR. (& gauche) et
3'UTR (a droite) par des rectangles roses vides, les introns par les lignes roses. Les
fleches indiquent les exons variant entre les différents transcrits. Source : AceView
(NCBI).

4.4.2.3 Structure de la protéine ROBO1

ROBOL1 est un récepteur transmembranaire appartenant & la superfamille des

immunoglobulines (Ig). Il est fortement conservé entre les espéces (drosophile,
nématodes et mammiféres) et présente ainsi plus de 95% d’homologie entre le rat
et 'homme |Kidd 1998, [Zallen 1998|.
Cette protéine de 181kDa est constituée de 1551 a 1651 acides aminés selon les
isoformes et comporte 5 domaines immunoglobulines (IgD) et 3 domaines fibro-
nectine de type III (FNIII) extracellulaires, un domaine transmembranaire et
une région cytoplasmique de 457 acides aminés.

Les deux premiers domaines Ig, les plus conservés, sont nécessaires a la
liaison de ce récepteur a son ligand SLIT2 : I'absence de 'un ou l'autre de ces
domaines entraine en effet un défaut de liaison de SLIT2 & son récepteur et altére
son activité [Liu 2008], méme si la liaison physique & SLIT2 se fait par le biais du
domaine Igl [Morlot 2007].

Par ailleurs, les domaines Ig ainsi que les domaines fibronectine interviennent
dans la liaison homophile de ce récepteur, sans que I'un d’eux ne joue toutefois
un roéle critique comme le montre la perte seulement partielle de liaison en cas
d’absence d'un de ces domaines [Liu 2008| (figure 4.13).

La région intracytoplasmique comporte 4 domaines conservés (CC0O a CC3)
qui participent & la régulation de 1’action répulsive de SLIT : CCO et CC1
comportent des résidus tyrosine qui peuvent étre phosphorylés par la protéine kinase
Abelson, le motif CC2 se lie a la protéine Enable (chez la drosophile) qui participe
a la transduction du signal, alors que le motif riche en proline CC3 se lie avec le
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domaine SH3 des protéines stGAP (Slit-Robo Rho GTPase activating proteins) pour
assurer la transduction du signal [Wong 2001].
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Fic, 4.13 — Structure du récepteur transmembranaire ROBO1 et interaction avee
son ligand SLIT2. Le domaine IgD1 est responsable de la liaison avec SLIT2. Les 4
domaines conservés intracellulaires sont représentés par des rectangles bleus. D’aprés
[Morlot 2007].

4.4.2.4 Expression de ROBO1

Le profil d’expresgion de 'ARNm de ROBOT chez 'homme, déterminé i partir
de puces d’expression, montre une expression ubiquitaire avec toutefois une pré-
dominance au niveau du systéme nerveux central, surtout an nivean du cerveau
foetal [Su 2004].

Au nivean périphérique, 'expression est la plus forte est retrouvée dans les lympho-
blastes (constituant donc un bon medeéle d'étude de ce point de vue) alors qu'elle
est faible au nivean des autres cellules sanguines. Puis par ordre d'importance, on
retrouve les muscles lisses avec les cardiomyocytes (figure 4.14).

Le profil d’expression chez 'animal, en particulier chez la souris, est identique.
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F1G. 4.14 — Expression relative de 'TARNm de ROBO1 chez 'homme au niveau des 3
systémes pour lesquels le niveau d’expression est le plus élévé (muscle lisse, systéme
nerveux central et cellules sanguines). Source : BioGPS (http ://biogps.gnf.org).

4.4.2.5 Fonctions

ROBOL1 est un récepteur membranaire présentant des homologies avec la famille
des molécules d’adhérence cellulaire neuronale (ou NCAM : neural cell adhesion
molecules).

Il intervient, au cours du développement du systéme nerveux central, dans le
guidage axonal et la migration des précurseurs neuronaux vie 'interaction avec son
ligand SLIT.

Le guidage axonal

Le guidage axonal est un mécanisme qui intervient au cours du développement
embryonnaire du systéme nerveux central. Durant cette période, la croissance
axonale est orientée par des molécules de leur environnement cellulaire pour leur
permettre d’atteindre leur cible finale et d’établir des synapses de contact.
Les axones des neurones ipsilatéraux ont une cible située du méme co6té du corps
alors les axones des neurones controlatéraux doivent franchir la ligne médiane (ou
axe longitudinal séparant le systéme nerveux en deux moitiés symétriques) pour
atteindre leur cible.
Cette décision binaire et irréversible repose sur des informations directionnelles
attractives ou répulsives issues soit de molécules produites par les tissus de leur
environnement soit de molécules diffusibles établissant un gradient de concentration.
Les axones commissuraux, capables de traverser la ligne médiane sous 'influence de
molécules attractives telles que la nétrine sécrétée par les cellules gliales du plancher
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du tube neural, sont ensuite soumis & des signaux répulsifs faisant intervenir
notamment SLIT sécrété par les cellules gliales, et son récepteur ROBO1 qui
empéchent les passages successifs de la ligne médiane |Tessier-Lavigne 1996|
(figure 4.15).

oring
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FiGg. 4.15 Mécanismes controlant le guidage des cones de croissance axonaux : at-
traction (+4) ou répulsion (-) par contact, chimioattraction (vert) et chimiorépulsion
(rouge). D’apres |Tessier-Lavigne 1996].

Chez la Drosophile, le récepteur Robol controle, via son interaction avec
son ligand Slit, la décussation de la ligne médiane ventrale au niveau de la
moélle épiniére. Il empéche le passage de la ligne médiane par les axones & projec-
tion ipsilatérale ainsi que les passages successifs de la ligne médiane par les axones
commisuraux une fois la ligne médiane franchie. Ceci a été montré par I’étude de
mutants Robol-/- qui présentent des anomalies du passage de la ligne médiane :
tous les axones croisent la ligne médiane, et les axones commissuraux la traversent
a plusieurs reprises [Kidd 1998|.

Chez les mammiféres, en particulier chez le rat et la souris, les récepteurs
Robol et Robo2 jouent le méme réle aux niveau des axones commisuraux de la
moélle épiniére comme en témoigne leur niveau d’expression plus élevé & la surface
de ces derniers aprés passage de la ligne médiane [Kidd 1998], [Long 2004].

Les souris knock-out Robo1-/- sans expression protéique de ce récepteur présentent
en outre une croissance aberrante, un envahissement du plancher dorsal et une dé-
fasciculation des axones avec soit un blocage des axones & ce niveau soit des passages
successifs de la ligne médiane au moment ot ces axones effectuent normalement leur
passage de celle-ci.

Par contre, avant le franchissemnt de la ligne médiane, la localisation des axones
commissuraux est normale, confirmant le role de Robol dans le guidage axonal
au niveau de la moélle épiniére [Long 2004].
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Role au niveau du prosencéphale
Chez la souris, Robol est également exprimé au niveau des commissures céré-
brales et des axones décussés au niveau du corps calleux, du chiasma optique
et de 'axe corticospinal [Sundaresan 2004]. A partir dun modéle murin knock-out
Robo1-/-, [Andrews 2006| ont mis en évidence les fonctions de Robol au niveau du
prosencéphale.
Il est nécessaire & la formation du corps calleux et de la commisure de
I’hippocampe.
En son absence, les axones forment des faisceaux serrés ou qui se projettent
de facon ectopique. Il permet en outre de maintenir une certaine distance
entre les axones du corps calleux et ceux de la commissure de I’hippocampe.

— Il intervient dans la régulation temporelle de la migration des projections
corticothalamiques et thalamocorticales.
Ces projections atteignent en effet leur cible prématurément lorsque Robol
est absent.

— Il affecte la migration des interneurones corticaux a partir du télencéphale
ventral.
Une augmentation du nombre d’interneurones entrant dans le cortex cérébral
a partir de 'encéphale antérieur ventral durant la corticogénése a été observée
chez les souris knock out Robol-/-.

— Robol serait nécessaire a la répulsion des interneurones a la périphérie du
striatum : en ’absence de Robol, ces neurones migrent a travers le striatum
et ne sont pas repoussés par lui [Andrews 2006].

Chez la souris, Robol est donc impliqué a la fois dans la migration cellulaire,
la croissance des axones et le guidage axonal.

Interactions ROBO1/ROBO2

L’intervention du systéme Slit-Robo dans le guidage axonal passe par le biais
de la liaison de Slit & son récepteur Robol, mais ce mécanisme répulsif s’exerce
également par le biais d’autres récepteurs Robo. Il semble en particulier que Robol
et Robo2 coopérent pour assurer leurs fonctions.
Robol et Robo2 agissent en effet en collaboration pour assurer le guidage axonal
au niveau du tractus latéral olfactif [Fouquet 2007] mais également au niveau du
prosencéphale [Lopez-Bendito 2007].
A partir d'un modele knock-out Robol/2, [Tamada 2008] ont montré que ces 2
récepteurs jouent un role dans la traversée de la ligne médiane par les axones
cérébellifuges, sans toutefois pouvoir établir lequel de ces 2 récepteurs avait un réle
prépondérant.
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Autres fonctions de ROBO1
ROBOL1 intervient également dans la migration cellulaire au niveau périphé-
rique.

SLIT inhibe le chimiotactisme leucocytaire, en partie via son interaction

avec ROBO1 [Wu 2001].

Slit et Robo (1 et 2) participent, chez la Drosophile, 4 la morphogénése
cardiaque : les mutants Robol présentent des défauts d’alignement des cellules
cardiaques au cours du développement embryonnaire [Qian 2005].

Slit2 est régulé positivement a la suite d’une sensibilisation & un allergéne au
niveau de la peau et inhibe la migration des cellules de Langherans, conduisant
a une perte de I’hypersensibilité de contact. Il agit alors comme un facteur anti-
inflammatoire au cours de l'initiation de la réponse immunitaire [Guan 2003].

ROBOL1 est impliqué dans "apparition de différents cancers : I’hyperméthylation
de son promoteur a été retrouvée dans le carcinome mammaire, rénal et pulmonaire.
Elle est associée a la délétion du second alléle dans le cancer du sein et les carci-
nomes rénaux, en faisant un bon candidat en tant que géne suppresseur de tumeur
[Dallol 2002]. Une inactivation biallélique est également retrouvée dans le cas de lé-
sions dysplasiques de la téte et du cou [Ghosh 2009|. Par contre, une surexpression
de ROBO1 est rapportée dans le carcinome hépatocellulaire [Ito 2006].

4.4.3 Etude de ROBO1

Au vu de ces données, ROBO1 est apparu comme un bon géne candidat de la
dystonie et de ’altération des fonctions cognitives chez cette enfant. C’est pourquoi
nous avons cherché & évaluer les conséquences de l'interruption de ce géne par la
translocation sur :

— la transcription (par étude de I'expression de TARN messager (ARNm) par

northern blotting et quantification par PCR quantitative en temps réel),

— la quantité de protéine produite (par western blotting),

— la fonction de cette derniére (par étude indirecte de I'inhibition du chimio-

tactisme leucocytaire).

L’hypothése de départ était que le phénotype observé était lié & une haploin-
suffisance de ce géne et donc que la présence d'une seule copie n’était pas suffisante
pour assurer sa fonction normale.

Dans un premier temps, les études ont été menées & partir de cellules issues
d’une lignée lymphoblastoide aprés immortalisation des lymphocytes B de la
patiente par le virus d’Epstein Barr, ceci présentant 1’avantage d’avoir a disposition
de quantités importantes de matériel biologique.
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Dans un second temps, les mémes expériences ont été réalisées & partir de matériel
biologique issu d’un prélévement sanguin de la patiente afin de déterminer si la
transformation lymphoblastoide avait une influence sur 'expression de ROBO1.

4.4.3.1 Etudes fonctionnelles de ROBO1

Le transcrit de référence utilisé pour la numérotation des exons de ROBO1 est
le transcrit NM_ 002941.

Etude protéique

La quantification de la protéine ROBO1 par western blotting a été réalisée apres
séparation des fractions cytoplasmique et nucléaire par centrifugation différentielle.
L’actine, présente dans la fraction cytoplasmique, est utilisée comme contréle interne
afin de normaliser les quantités de protéine au niveau cytoplasmique.
La poly-ADP ribose polymérase (PARP), spécifique de la fraction nucléaire est par
ailleurs utilisée comme controle de 'enrichissement de cette fraction.
La révélation a 'aide d’un anticorps primaire polyclonal de lapin reconnaissant un
épitope de la partie COOH terminale de la protéine correspondant au dernier exon
des différents isoformes et d’un anticorps secondaire anti IgG de lapin montre la
présence d’'une bande spécifique correspondant & une protéine de 181kDa.

Etude a partir de cellules de lignée lymphoblastoide

La quantité de protéine synthétisée a été comparée entre un témoin féminin et la
patiente, au niveau des compartiments nucléaire et cytoplasmique, aprés extraction
protéique & partir de cellules lymphoblastoides.
La présence d’une bande correspondant a I’actine (45kDa) uniquement dans la frac-
tion cytoplasmique et d’une bande correspondant & la PARP (116kDa) exclusive-
ment dans le compartiment nucléaire est le gage d’une bonne séparation de ces
fractions.
Cette expérience confirme par ailleurs l’expression du récepteur membranaire
ROBO1 uniquement au niveau du cytoplasme : chez le témoin, la protéine n’est
en effet détectée qu’au niveau de cette fraction.
Par contre, une absence quasi compléte de cette protéine est observée chez la
patiente, contrairement & ce qui aurait pu étre attendu dans 'hypothése d’une ha-
ploinsuffisance. C’est pourquoi, cette expérience a été renouvelée & partir d’un pré-
lévement sanguin de la patiente, afin de valider ce premier résultat ou d’éliminer un
éventuel biais lié a la culture de la lignée cellulaire du fait de I'expression monoallé-
lique de ce géne [Gimelbrant 2007].

Etude a partir d’un prélévement sanguin
Une étude par western blotting a été réalisée aprés extraction des protéines totales
A partir des lymphocytes sanguins isolés par gradient de densité sur Ficoll ™ chez
la patiente et 3 témoins (un sujet controle féminin, le pére et la meére de la patiente).
L’expérience a été répétée 3 fois et montre une bonne reproductibilité. L’analyse
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de 'expression de la protéine ROBO1 dans le compartiment cytoplasmique montre
une diminution significative de l'ordre de 80% chez la patiente par rapport aux
sujets controles (p<0,001, test de Mann-Whitney).

L’expression est donc supérieure a celle observée a partir de la lignée mais ce

résultat ne va pas non plus dans le sens d’une haploinsuffisance de ROBO1 : dans
ce cas, la diminution de la synthése protéique serait de l'ordre de 50% (figure 4.16).

A Nucléaire Cytoplasmique
Témoin Patiente  Patiente Témoin

PARP e ‘
(nucléaire) il - A
Actine E_- .
(cytoplasmique) * 43 kDa

116 kDa

témoin patiente mére pére

Fi1G. 4.16 — Western blotting de ROBO1. (A) & partir de lignée lymphoblastoide.
Comparaison de l'expression de ROBO1 entre un témoin et la patiente dans les
compartiments nucléaire et cytoplasmique.

(B) a partir de sang. Comparaison de ’expression de ROBO1 entre un témoin,
la patiente et ses parents dans le compartiment cytoplasmique. L’expérience a été
répétée 3 fois, la moyenne ainsi que les écarts entre les 3 expériences sont représentés
sur le graphique.

Marqueur de taille : Precision Plus Protein (BioRad)

Les hypothéses envisagées pour expliquer ces résultats sont les suivantes :

1. un effet dominant négatif : I'interruption du géne ROBO1 par la translo-
cation peut conduire & un ARNm non stable par absence de queue polyA ou
a I’apparition d’'un codon stop prématuré reconnu par le systeme de dégrada-



Chapitre 4. Translocation t(3;18)(p12.3;q23)dn et dystonie
100 syndromique

tion des ARN non sens (NMD ou nonsens-mediated mRNA decay) aboutissant
alors & sa dégradation et empéchant la synthése d'une protéine tronquée non
fonctionnelle. Cependant, il se peut que la modification de séquence liée a la
translocation débouche sur la synthése d'un transcrit chimérique. Il convient
donc de vérifier la présence d'une protéine chimére a l'aide d’un anticorps
reconnaissant un épitope dans la partie N-terminale de ROBO1, c’est-a-dire
dans la région proximale au point de cassure sur le chromosome 3. En outre,
pour confirmer ou infirmer cette hypothése, ’étude de TARNm de ROBO1 a
été mence.

2. une altération du second alléle non transloqué telle qu'une mutation ponc-
tuelle hypomorphe pourrait conduire a la synthése d’'une protéine en quan-
tité plus faible que celle attendue et une perte de fonction partielle. Pour tester
cette hypothése, nous avons réalisé le séquencage de 'alléle non transloqué.

Etude de ’TARNm
La translocation interrompant ROBQOI, nous avons voulu apprécier les consé-
quences sur 'expression de ’ARNm afin d’expliquer les résultats précédents. Pour
ce faire, 2 techniques ont été mises en oeuvre :
— la RT-PCR quantitative en temps réel,
le northern blotting.

RT-PCR. quantitative en temps réel (RT-QPCR)

Trois couples d’amorces chevauchant chacun 2 exons consécutifs de ROBOI1

(afin de s’affranchir d'une contamination potentielle par de 'TADN génomique)
ont été sélectionnés. Afin de détecter la présence d’'un ARNm potentiel issu de la
transcription des exons 1 & 13 de ROBO1 sur l'allele transloqué , ils sont localisés
dans la région proximale au point de cassure (exons 9 et 10), chevauchant celui-ci
(exons 13 et 14) et dans la région distale (exons 15 et 16).
Deux geénes de référence différents, a savoir ESD (esterase D, 13q14.2) et ABLI
(abelson, 9q34.12) ont été utilisés. Le géne ESD est celui dont le niveau d’expres-
sion se rapproche le plus de celui de ROBO1 dans la lignée, alors que les niveaux
d’expression d’ESD et ABL1 sont comparables dans le sang.

1.Quantification relative de PARNmMm de ROBQO1 extrait a partir de
leucocytes

Elle a été réalisée par comparaison de la quantité I’ARNm de la patiente par

rapport a 4 échantillons d’ARNm issus soit d’un témoin unique (T1 & T3) soit d’'un
pool de 5 témoins (T4) de méme sexe.
Chez la patiente, on note une diminution d’environ 40% de la quantité ’ARNm
détectée grace aux amorces distales au point de cassure par rapport & la quantité
d’ARNm détectée grace aux amorces proximales au point de cassure, contrairement
aux témoins (figure 4.17).
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FiGc. 4.17- RT-QPCR de ROBOL1 : quantification relative de I’expression de ’ARNm
de ROBO1 de la patiente (P) et de 4 témoins a partir d’échantillons sanguins avec
des amorces proximales et distales au point de cassure sur le der3.

Geéne de référence : ESD.

La quantité d’ARNm de la patiente et des témoins 1 a 3 est comparée a celle de T4.

Ce résultat a été obtenu aprés une seule RT-QPCR : des réplicats n’ont pas pu étre
réalisés faute de disponibilité suffisante de matériel biologique.

Il faut noter que l'expression de PARNm de ROBOI1 est variable dans les
leucocytes chez les différents témoins, d’ou la nécessité de comparer I'expression de
ce géne chez la patiente par rapport a celle de plusieurs témoins, voire & un pool
d’ARNm de témoins. Malgré cela, il reste difficile d’établir une comparaison du
niveau d’expression entre les sujets.

Ces variations importantes inter-individuelles ont également été notées par
[Hannula-Jouppi 2005] dans une étude comparant ’expression de PARNm de ce
géne entre 4 sujets dyslexiques et 4 témoins.

Par ailleurs, le faible niveau d’expression dans les lymphocytes (comme
en témoignent les valeurs élevées de cycles seuil (Ct) obtenues lors de 'amplification,
y compris chez les témoins (figure 4.18), rend plus difficile la détection de variations
minimes. Enfin, 1'utilisation de geénes de référence dont le niveau d’expression est
plus important que celui du géne testé rend également plus difficile I'interprétation
des résultats. La différence de niveau d’expression est visualisée par la différence de
Ct entre les génes de référence et le géne cible ROBO1 qui traduit une différence de
niveau d’expression d’un facteur 10 (figure 4.18).
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: exons 9-10 de ROBO1

: exons 13-14 de ROBO1
: exons 15-16 de ROBO1
:ESD

: ABL

sang 5

N
[ S R N

Ct Ct
sang |lignée
ROBO1 1278 19,6

N.ombre de cycles d'amplifice;tion . Exons
- 9-10
ROBO1 | 27 3 19,4

= Ilgnée Exons
13-14

ROBO1 1278 | 19,1

Exons
5 4 7 15-16

- ESD |24,1 |22,7

Intensité de fluorescence

Intensité de fluorescence

ABL 1240 |18,5

Nombre de cycles d’amplification

FiG. 4.18 — Courbes d’amplification en temps réel des 5 amplicons dans les génes
de référence ESD et ABL ainsi que dans le géne ROBO1 pour un témoin a partir
d’ARN de leucocytes sanguins et de cellules lymphoblastoides en culture.

Tableau des cycles seuil (Ct) d’amplification pour un témoin.

Afin de s’affranchir de ce biais, le géne PGK-1 (phosphoglycérate kinase 1,
Xq21.1), décrit comme ayant un faible niveau d’expression de "ARNm au niveau des
lymphocytes [Seiler 2004], a été testé mais il s’est avéré que son niveau d’expression
était comparable a celui ’ABLI a en juger par les Ct obtenus (autour de 23 en
moyenne a partir de 100ng d’ARN rétrotranscrit, pour 2 échantillons différents)
lors de la quantification par PCR quantitative en temps réel.

2.Quantification relative de ’ARNm de ROBO1 extrait a partir de
lignée lymphoblastoide

L’ARNm de ROBO1 chez la patiente a été quantifié par rapport a 5 témoins, a
partir de 2 transcriptions inverses de I’ARN de la patiente.
Les résultats obtenus sont les suivants :
Etant donné les fortes variations individuelles d’expression dans les échan-
tillons issus de lignées lymphoblastoides, il n’est pas possible de comparer le
niveau d’expression d’ARNm de la patiente a celui des témoins.

— Si 'on compare, chez la patiente, la quantité d’ARNm de ROBQO!1 avant
et aprés le point de cassure, on observe une diminution de moitié¢ du taux
d’ARNm de ROBO1. Par contre, chez les témoins, ce taux reste stable, quelque
soit la position de I'amplicon.

— Les mémes résultats sont obtenus quelque soit le géne de référence utilisé.

Ces résultats sont illustrés par la figure 4.19.
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Fic. 4.19 - RT-QPCR de ROBOL1 : quantification relative de I’expression de ’ARNm
de ROBO1 de la patiente (P) et de 3 témoins a partir de lignées lymphoblastoides
avec des amorces proximales et distales au point de cassure sur le der3.

Gene de référence : ESD.

La quantité d’ARNm de la patiente et des témoins 1 et 3 est comparée a celle de
T2.

Les amorces localisées dans la région proximale au point de cassure permettent la
détection des transcrits issus des 2 alléles (normal et transloqué), alors que dans
la région distale au point de cassure, seul le transcrit issu de 1’alléle normal est
détecté. Ces résultats ne sont pas, a priori, en accord avec ceux de 'analyse par
western blotting qui ne met pas en évidence d’expression protéique de ROBO1 dans
la lignée lymphoblastoide & 1’aide d’un anticorps reconnaissant un épitope dans la
région distale au point de cassure. La différence de sensibilité de ces techniques
explique cette divergence.

Les résultats de la quantification relative de PARNm de la patiente aprés nor-
malisation par le géne de référence ESD (qui a un niveau d’expression plus proche
de celui de ROBO1) sont illustrés sur la figure 4.19. IIs laissent supposer ’existence
d’'un transcrit chimérique de ROBO1.

Northern blotting
Deux sondes d’ADNc ont été synthétisées par RT-PCR et hybridées successi-
vement sur les ARN totaux d’un témoin de sexe féminin et de la patiente. L’une
(sonde A utilisée également pour le Southern blot), entre les exons 6 et 10, est
proximale par rapport au point de cassure sur le derd doit détecter & la fois le
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transcrit issu de ’alléle normal et un éventuel transcrit chimérique. La seconde,
R13, distale par rapport au point de cassure (entre les exons 14 et 18) détecte
uniquement le transcrit issu de l’allele normal. L’hybridation avec une sonde
correspondant a la (B-actine sert de controle interne pour la quantification des ARN.

1. A partir d’ARN de cellules lymphoblastoides

L’analyse a été réalisée a partir de 20ug d’ARN totaux. Chez le témoin, un trans-
crit d’une taille approximative de 5,6kb correspondant a la taille des transcrits de
ROBO1 a été mis en évidence alors qu’aucun transcrit n’a été décelé chez I’enfant
porteuse de la t(3;18) quelque soit la sonde utilisée pour le détection (figure 4.20).
Il n’y aurait donc pas d’expression de ’ARNm de l'alléle non transloqué chez cette
enfant. Ce résultat confirme donc celui de I’étude protéique a partir d’une lignée. Par
contre, ceci laisse supposer I'absence d'un ARNm correspondant & la transcription
des exons 1 & 13, en amont du point de cassure de la translocation sur le chromosome
3, ce qui va a ’encontre du résultat obtenu par RT-QPCR. Cette discordance appa-
rente pourrait s’expliquer par le fait que la quantité de transcrit de ROBO1 chez la
patiente est faible par rapport a celle du témoin, comme en témoignent les résultats
de RT-QPCR. Les transcrits de ROBOI ne seraient donc pas mis en évidence par
cette technique.

sonde A sonde R13

o8 T- P

P
ROBO1 ~5,6kb H . :G

B-actine 2,1kb Sl - -

F1G. 4.20 — Northern blotting a partir d’ARN de lignée lymphoblastoide d’un témoin
(T-) et de la patiente (P) : hybridation avec les sondes A et R13 et la [-actine.

2. A partir d’ARN issu d’un prélévement sanguin

L’analyse a été réalisée prés hybridation de 10ug microgrammes d’ARN totaux.
Aucun transcrit n’a été détecté chez le témoin et chez 'enfant de cette étude. Ceci
peut s’expliquer par le fait que le géne ROBO1 est faiblement exprimé dans le sang.

Etude du chimiotactisme leucocytaire

Outre son role au niveau du systéme nerveux central, SLIT2, le ligand de
ROBOL1, intervient dans la régulation de la migration des leucocytes par inhibition
de leur chimiotactisme induit par les chimiokines. Cet effet est en partie médié par
son interaction avec ROBO1 [Wu 2001].



4.4. Etude de la région encadrant le point de cassure sur le
chromosome 3 105

Dans T'objectif d’évaluer les conséquences fonctionnelles de linterruption de
ROBO1, étude du chimiotactisme des polynucléaires a été menée. Elle vise a
apprécier I'action de SLIT2 sur le chimiotactisme des polynucléaires de la patiente
par rapport a un témoin.

Dans un premier temps, le chimiotactisme des polynucléaires de la patiente
a été comparé a celui du témoin, en présence de zymosan, un chimioattractant
constituant la paroi de levure : aucune différence n’a été observée entre les 2
individus.

Dans un second temps, 'effet de SLIT2 sur le chimiotactisme a été testé. Dans
cette optique, ce chimiorépulsif a été ajouté soit aux polynucléaires de la patiente
et du témoin (cas 1) soit au chimioattractant (cas 2).

— Dans le premier cas, la présence de SLIT2 n’a pas d’effet sur le chimiotactisme,

ni chez la patiente ni chez le témoin.

— Dans le second cas, on note une action inhibitrice de SLIT2 chez le témoin
contrairement a la patiente : ceci se traduit par une diminution de l'index
chimiotactique (ratio de la migration par chimiotactisme/la migration spon-
tanée) chez cette derniére par rapport au témoin. Les index chimiotactiques
sont respectivement de 1,49 et 2,04.

Le schéma de I'expérience et les index chimiotactiques sont présentés sur la figure
4.21 ci-dessous.
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Fic. 4.21 — Etude du chimiotactisme des polynucléaires : les polynucléaires sont
déposés dans les puits les plus internes et migrent vers les puits les plus externes ou
est déposé le zymosan. MS : Migration spontanée (absence de zymosan), IC : index
chimiotactique.

La différence d’effet de SLIT2 sur le chimiotactisme leucocytaire dans les 2 expé-
riences réalisées ne permet pas de conclure quant a une éventuelle altération
fonctionnelle de ROBO1 qui compromettrait ’action chimiorépulsive de SLIT2.
Toutefois, méme si une détérioration de sa fonction sur les leucocytes serait un argu-
ment en faveur d’une perte de fonction a d’autres niveaux, en particulier le systéme
nerveux central, il ne peut étre exclu q'une altération fonctionnelle spécifique du
tissu cérebral soit en relation avec le phénotype neurologique de cette enfant.
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4.4.3.2 Séquencage de ROBO1

Le séquencage des 30 exons de ROBO1 et des jonctions exon-intron a été mis
au point et réalisé & la fois chez la patiente de cette étude et chez 20 sujets dys-
toniques. L’interprétation du caractére pathogéne des variations de séquence a été
réalisée en se basant sur les données de dbSNP build 130 (NCBI) qui répertorie les
polymorphismes connus et sur les données de prédiction de sites d’épissage sur le
logiciel Alamut 1.5 (Interactive Biosoftware).

Patiente de cette étude

Devant les résultats issus des études protéiques, le séquencage de ROBO1 chez
la patiente de cette étude avait pour objectif de rechercher une éventuelle mutation
faux-sens hypomorphe qui pourrait expliquer le taux de protéine non nul (20%)
mais ne correspondant pas a celui attendu en cas d’haploinsuffisance (50%) du gene
ROBOL1.
Aucune mutation de la séquence codante ou aux jonctions intron-exon, non décrite
comme polymorphe, n’a été détectée. Deux polymorphismes exoniques synonymes
et 3 introniques ont été mis en évidence et sont répertoriés dans le tableau 4.4 (en
gras et en rouge).
L’absence d’homozygotie pour un variant rare ne laisse pas supposer l’existence
d’une délétion qui pourrait passer inapercue au séquengage.

Patients dystoniques

Par ailleurs, dans le but d’impliquer formellement ’altération de ROBO1 dans
la survenue de cette dystonie syndromique, I'étude a été étendue a 20 patients
présentant un phénotype similaire a celui de cette enfant, & savoir une dystonie
précoce généralisée d’étiologie inconnue. La recherche d’une mutation ponctuelle
pouvant conduire a la synthése d’une protéine non fonctionnelle a donc été réalisée
chez 20 patients recrutés par le biais d'un partenariat national .

Le séquencage n’a mis en évidence aucune mutation ponctuelle décalant
le cadre de lecture ou entrainant I’apparition d’un codon stop.
Des polymorphismes exoniques synonymes ou faux-sens ainsi que des poly-
morphismes introniques déja décrits ont été retrouvés a l'état homozygote ou
hétérozygote.
Deux variations introniques et 2 exoniques dont une faux-sens a I'état hétérozygote,
non répertoriées dans la base de données dbSNP130 ont été mises en évidence chez
4 patients.

— Une variation de séquence dans 'intron 7 de ROBO1 située 25pb avant
le début de I'exon 8 (NM _02941.2 :c.[1046-25]+[=|). D’aprés les données
i silico, son effet sur 1’épissage serait faible : elle ne modifie pas le

*M. Claustres au CHU de Montpellier, M. Tardieu au CHU de Bicétre, N. Bahi-Buisson a
I’hopital Necker, L. Burglen a I’hépital A. Trousseau, L. Van Maldergem au CHU de Liege.
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site accepteur, seul un site potentiel de fixation a un ISE (intronic splicing
enhancer) (SF2/AFM(IgM/BRCAL1) prédit est supprimé.

— Une substitution C>G 137pb avant le début de I’exon 1 du transcrit
alternatif NM 133631 de ROBO1 (NM _133631.1 :c.|-138G>C|+|=]|), dans
une région non conservée entre les espéces et ne correspondant pas a des
ilots CpG caractéristiques des séquences promotrices.

— Une substitution synonyme NM 002941.2 :c.[699A>G]+[=] dans I'exon 5
de ROBO1, non délétére.

— Une substitution faux-sens G>T hétérozygote dans 'exon 22 de ROBO1
(NM 02941.2 :c.[3184G>A]+[~]) conduisant au remplacement d’un résidu
arginine en cystéine en position 1062.

Il s’agit d’'un acide aminé trés conservé jusqu'au Xénope (chez 12 espeéces).
Cet acide aminé est situé dans un domaine intracytoplasmique conservé de
la protéine ROBO1 mais non conservé entre les différents membres de cette
famille de récepteurs transmembranaires.

Il est & noter en outre que les propriétés physico-chimiques de ces 2 acides
aminés sont différentes : 1’arginine est basique alors que la cystéine est
hydrophobe. Ces différents éléments sont en faveur du caractére potentielle-
ment délétére de cette variation. Toutefois, chez le tétraodon, 'acide aminé a
cette position est une cystéine, ce qui n’oriente pas vers une variation déléteére.

Afin d’évaluer la pathogénicité de ces variations de séquence, il convient d’en
déterminer le caractére hérité ou de novo.
La transmission par un parent non atteint serait en faveur d’un polymorphisme
(toutefois une pathologie récessive avec une délétion du second alléle ne peut pas
étre exclue).
En cas de survenue de novo, le séquencage d’une population de sujets controles
s’avere nécessaire pour exclure le caractére polymorphe de ces variations. S’il s’agit
d’un variant rare, la taille de cette cohorte doit étre importante. Cette étude n’a
pas encore été menée.
Enfin, si cette variation n’est pas retrouvée dans la population controle, une étude
fonctionnelle pourrait étre envisagée pour évaluer son impact.

La détermination du caractére délétére des 2 variations introniques passe
par I'étude de l'effet sur I’épissage : ceci nécessite une étude par séquencage
de 'ARNm de ROBO1 chez ces patients afin de rechercher un transcrit aberrant
conduisant & une protéine non fonctionnelle.

L’ensemble des variations mises en évidence est répértorié dans le tableau 4.4
ci-dessous.
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|Variations exoniques

":::m:e "‘;';:L""H;';'E,'e SNP decrit Statut Nomenclature ADNG Effet sur la protéine
[t exon 5 élérozygote |NM_D02941.2:c.[699A>GJ+[=] [p.I=1
1 exon 9 rs35506479 |hétérozygote |NM_002941.2:c.[1206C>T]+[=] pl=]
Iz jaxon 12 ra227T1161 (hétdrozygoie |NM_DO2941.2:c{17400G> A+ [=] p.i=]
1 lexon 12 rs2271151 |homozygote |NM_DD2941.2:c[1740G>A]+[1740G>A] pI=]
n lexon 18 16795556  |hétérozygote |NM_002941.2:c [2793C>A)+[=] p[=]
B lexen 18 rebT95556 |homozygole |NM_D02941.2:c [2793C> A+ [2793C>A] pI=l
2 lexon 22 1235456279 |héterozygote |NM_002941.2:c [3272G=A+[=] NP_002932.1:p [Ser1091Asn]+[=]
1 lexon 22 1535456279 |homozygote |NM_002841.2:.[3272G>A]+[3272G=>A) NP_002932.1:p.[Ser1091Asn] +[Ser1091Asn]
i : 22 ole |NM_002941.2:c.[3184G=A]+[=] NP_002932.1:p.[Arg1062Cys]+[=]
[s lexon 28 1535148826 |héterozygote |NM_002941 2:c [4704A>Cl+[=] le1-1
|Variations introniques

nombre de | position dans le g "

patients géne ROBO1 SNP decrit Statut Nomenclature ADNc Effet sur la protéine

[t 5'UTR NM_133631.1:¢.[-138G>Cl+[=] ?
10 lintran 3 132304503 |héidrazygote |NM_002941.2-c [S00-26C>Al+[=] p.?
B lintron 3 rs2304503 |homozygote  |NM_002941.2:c [500-28C>A]+[500-28C>A] p?
i tron 7 |NM_002941.2:¢.[1046-25C>T]+[=] 7
5 intron 7 rs967454  |hétérozygote |NM_002941.2:c[1046-40G>A]+[=] p.?
IF introni1 192255184 |héldrazygole |NM_002941.2:0{1631-56C>Tj+[=] p.7
B intron11 182255164 |homozygote |NM_D02941.2:c[1631-56C>T]+[1631-56C>T] p?
2 intron 18 rs58872086 |hetérozygote |NM_002941.2:c.[2812+44G>A]+[=] p.?
21 intron 25 187636043  |homeozygole |NM_002941.2:c [3575+4A-> G+ [3875+4A-G) p.?
7 intron 23 rs6548592 |hétérozygote |NM_D02941.2:c.[3282-123T>CJ+[=] p.7
n intron 23 156548592 |homozygote |NM_002941.2:c [3282-123T>C]+[3282-123T>C] |p.?
B intron 26 rs9839790  |hétérozygote |NM_002941.2:c.[4282+20T>Cl+[=] p.?
h intron 28 rs98397% |homozygols |NM_002941.2:c. [4282+20T7>C]+ [4282.. 20T>C] p.?

TAB. 4.4 — Variations de séquence identifiées par séquengage des exons de ROBO1
chez la patiente (en gras et en rouge) et 20 autres sujets dystoniques. Les variations
non décrites comme polymorphes sont surlignées et en gras.

4.5 Etude de la région du point de cassure sur le chro-
mosome 18

Parallélement a 1’étude de ROBOI, la région du point de cassure sur le chro-
mosome 18 a été étudiée dans le but de déterminer si I'interruption de séquence
en 18q23 pouvait contribuer a expliquer la symptomatologie observée chez cette
patiente. Deux hypothéses ont été envisagées :

1. l'interruption d’un géne sur le chromosome 18, non décrit & ce jour et dont
I’expression et/ou la fonction seraient altérées,

2. un effet de position entrainant une modification de la régulation des génes
localisés & proximité du point de cassure sur ce chromosome.

4.5.1 Etude d’un géne hypothétique au point de cassure

La premiére approche a été de rechercher un géne candidat & partir des bases
de données bioinformatiques et de tester son expression éventuelle.
L’étude in silico a partir de la base de données du site UCSC genome browser et
du logiciel de prédiction de génes Geneid Genes a montré la présence, au niveau
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FiG. 4.22 — Controle électrophorétique (gel d’agarose a 2%) de la PCR a partir
d’ARN de cerveau humain, de sang, de fibroblastes et a partir d’ADNg (controle
négatif) pour isoler un ARNm du géne hypothétique chrl8 703.1/

Amplification de 100, 50 et 25ng d’ARN rétrotranscrit. Marqueur de taille 100pb
(Invitrogen). Un fragment de 600pb environ a été isolé a partir de ’ARN de cerveau.

du point de cassure, d'une séquence pouvant correspondre a la structure d’un géne,
référencé chrl8 703.1 (74 532 877 a 74 551 009pb). Ce logiciel est basé sur la
prédiction de sites d’épissage, de codons start et stop et la construction d’exons.

Afin de vérifier la présence de séquence codante, la recherche d’expression
d’ARNm dans plusieurs tissus a été conduite par RT-PCR.
I’ARN a été extrait a partir de 4 échantillons lymphocytaires différents et de 2
échantillons de fibroblastes en culture. Nous avons également testé des ARN totaux
de cerveau humain adulte commerciaux (Ambion).
La rétrotranscription a été réalisée a partir de 1ug d’ARN : la qualité de TARNm et
de la rétrotranscription ont été vérifices par PCR en temps réel a 'aide d’amorces
exoniques du géne ABLI. Les cycles seuils de détection de fluorescence entre 23 et
25, se situent dans l'intervalle de valeurs attendues.
Deux couples d’amorces ont été sélectionnés dans des exons supposés successifs. Les
PCR ont été réalisés a des températures d’hybridation comprises entre 50 et 62°C a
partir de quantités d’ADNc correspondant & 100, 50 et 25ng d’ARN rétrotranscrit.
Les tailles des produits de PCR attendus étaient de 195 et 159pb.

Un fragment d’une taille approximative de 600pb a été isolé a partir de ’ARN

issu de cerveau (figure 4.22). Il a ensuite été séquencé : apres alignement, il s’est
avéré qu’il s’agissait d’une séquence correspondant au chromosome 15.
Le géne hypothétique prédit avec le logiciel Geneid ne semble donc pas correspondre
a un transcrit exprimé dans les tissus testés. Un faible niveau de transcription ne
peut cependant étre exclu. En outre, 'absence de témoin positif ne permet pas de
s’assurer que les conditions de PCR sont adéquates, mémes si différentes conditions
d’amplification ont été testées.
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4.5.2 Recherche d’un effet de position
4.5.2.1 Recherche de régions non codantes hautement conservées

Un effet de position lié a linterruption ou & la séparation physique d’un
élément régulateur de geénes situés & distance du point de cassure sur le chro-
mosome 18 ne peut étre exclu a priori. La recherche de séquences non codantes
hautement conservées au cours de I’évolution a donc été entreprise puisque la
conservation entre les espéces est un argument en faveur de leur fonction régulatrice.

La séquence de ’ADN dans un intervalle de 2Mb autour du point de cassure

montre la présence de nombreuses séquences de ce type, méme si aucune d’entre
elles n’est interrompue du fait de la translocation.
|Rizzolio 2008| notent la présence de 11 séquences répétées hautement conservées
entre GALR1 et SALLS3, qui présentent 100% d’homologie sur plus de 100pb entre
I’homme et la souris, plus de 97% entre ’homme et le poulet et plus de 85% entre
I'homme et le tétraodon pour 3 d’entre elles (figure 4.23B). Ces auteurs ont montré,
par analyse de l'activation ou de I’extinction d'un géne rapporteur dans des lignées
cellulaires et par mise en évidence de modifications de la chromatine au cours du
développement embryonnaire chez la souris, que certains d’entre eux constituaient
des éléments régulateurs intervenant au cours du développement embryonnaire. Ils
peuvent ainsi moduler I’expression des génes avoisinants.
Dans cette étude, une altération de la régulation des génes SALL3 et ATP9B par
réduction de la modification de I'histone H4 acétylé (qui joue un réle important
dans la fixation des facteurs de transcription) suite a la translocation, a été mise en
évidence.

4.5.2.2 Etude des génes situés autour du point de cassure

En fonction de ces données, nous avons cherché a établir quels étaient les génes de
cette région susceptibles de subir un effet de position. Les génes les plus proches de
part et d’autre du point de cassure ainsi que les séquences non codantes hautement
conservées sont représentés sur la figure 4.23.

Dans la région proximale au point de cassure, le géne le plus proche est GALRI,
alors que dans la région distale, 4 génes sont situés a moins de 1Mb du point de
cassure : SALLS, ATP9B, NFATC! et CTDPI. Les 3 derniers génes n’ont pas été
étudiés :

— ATPYB code une ATPase de fonction inconnue.

— NFATC1 (MIM 600489) code le composant nucléaire inductible du facteur
nucléaire des lymphocytes T activés. Ce facteur de transcription intervient
dans la transcription de génes au cours de la réponse immune. Il n’est pas
exprimé dans le cerveau.

— CTDP1 code le domaine C-terminal de ’ARN polymérase I qui interagit
avec le facteur de transcription TFIIF régulant I’élongation et I'initiation de la
transcription. Il est impliqué dans la cataracte congénitale associée a une dys-
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Fia. 4.23 — Cartographie de la région en 18¢23.

(A) geénes les plus proches et distance par rapport au point de cassure.

(B) séquences hautement conservées en 18q23 entre I'homme et 3 espéces animales,
décrites par |Rizzolio 2008]. Le pourcentage d’homologie entre I'homme et les 3
espéces est indiqué a droite. Les positions des points de cassure de la t(3;18) et de
la t(X;18) décrite par Rizzolio sont indiquées par les fleches.

morphie et une neuropathie, pathologie autosomique récessive (MIM 604168).

SALL3

Le géne le plus proche, situé a 307kb, dans la région distale au point de cassure,
est SALLS (sal-like 3, NM 171999 : 74 841 263-74 859 181pb). Il appartient & une
famille de génes codant des facteurs de transcription, impliqués dans le dévelop-
pement des membres, du coeur, du rein et du systéme nerveux.
Des mutations de 2 des génes de cette famille, SALL1 et SALL, ont été impli-
quées dans des pathologies humaines, a savoir le syndrome de Townes-Brocks ca-
ractérisé par une polydactylie préaxiale et des pouces triphalangés, des anomalies
des oreilles et un surdité, une imperforation anale ainsi que des anomalies rénales
et cardiaques (MIM 107480) pour SALLI et le syndrome d’Okihiro associant des
anomalies des membres supérieurs, oculaires et rénales (MIM 607323) pour SALL/
[Sweetman 2006].
Sall3 est quant a lui fortement exprimé, chez la souris, au cours du développement
embryonnaire et dans le cerveau et le rein des animaux adultes [Rizzolio 2008]. I
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participe a la différenciation et la maturation des interneurones du bulbe
olfactif [Harrison 2008]. Il est impliqué dans le développement cranio-facial :
les mutants Sall3-/- présentent des malformations du palais, de I'épiglotte et de la
langue, des anomalies des nerfs craniens, en particulier du nerf glossopharyngé et
décedent en période péninatale [Parrish 2004].

Chez I’homme, ce géne est localisé dans la région critique du syndrome délé-
tionnel 18q- dont le phénotype, variable, se caractérise par un retard mental, une
hypotonie, une petite taille, une hypoplasie de 1’étage moyen de la face, des troubles
de l'audition et des déformations des pieds (MIM 601808). Cependant, d’aprés une
étude de |Feenstra 2007, il ne peut pas étre impliqué formellement dans le retard
mental observé chez ces patients, puisque 10 sujets présentant une délétion incluant
ce géne présentent un retard mental léger voire une absence de retard mental.

GALR1 (NM _001480)

Ce gene est situé a 1,42Mb dans la région proximale au point de cassure (73 090
996-73 111 084pb). 1l code un récepteur a la galanine, couplé a une protéine Gi,
modulant ainsi la transduction du signal par inhibition de ’adénylate cyclase.

Il est fortement exprimé chez les mammiféres au niveau du systéme nerveux central
mais aussi de 'intestin gréle et du cceur. Ainsi, chez la souris et le rat, son expres-
sion est élevée dans les structures olfactives, les noyaux de ’amygdale, le thalamus,
I’hypothalamus, la protubérance annulaire et la moélle épiniére. Il a été détecté au
niveau de la zone subventriculaire et du flux migratoire rostral, régions impliquées
dans la neurogénése.

La galanine est un neuropeptide qui régule de nombreuses fonctions au niveau
du systéme nerveux central, telles que les cycles veille-sommeil, la reproduction,
I’homéostasie énergétique et osmotique, la nociception et les fonctions cognitives
[Lang 2007].

GalR1 est quant a lui impliqué dans ces 4 derniéres fonctions.

Il interviendrait, tout comme le récepteur GalR2, en particulier dans I’altération
de la consolidation de la mémoire et des fonctions cognitives par inhibi-
tion de la potentialisation & long terme au niveau de I'hippocampe, processus de
renforcement synaptique par augmentation de la réponse post-synaptique. Via son
inhibition de ’adénylate cyclase, il conduit a une inhibition de la phosphorylation
de la protéine CREB qui intervient dans la transcription de génes et augmente 1’ef-
ficacité synaptique. Selon [Kinney 2009], GalR1 serait impliqué dans les fonctions
de mémorisation chez le rat (expériences in vivo), alors que les résultats de Badie-
Mahdavi (2005), a partir de I’étude de coupes d’hippocampe de souris, sont en faveur
d’un effet 1ié & GalR2.

L’étude de souris GalR1 knock-out montre enfin le réle de ce récepteur dans ’action
anticonvulsivante (par diminution de la susceptibilité a Iépilepsie induite) et neu-
roprotectrice de la galanine chez animal [Mazarati 2004].
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Expression de ’TARNmMm de SALL3 etGALR1

En fonction des données de la littérature mettant en évidence la présence de
séquence répétées régulatrices au niveau du point de cassure sur le chromosome 18, et
afin de démontrer un éventuel effet de position lié & la translocation, la quantification
des ARNm des génes SALL3 et GALR1 qui sont les plus proches du point de cassure
a été entreprise. En outre, leur fonction pourrait laisser supposer que leur altération
serait en relation avec le phénotype neurologique de 'enfant de cette étude.
La comparaison du taux PARNm de ces génes chez la patiente et 4 témoins a ainsi
été réalisée par RT-PCR quantitative en temps réel & partir de cellules issues de
lignées lymphoblastoides mais aucun résultat interprétable n’a été obtenu jusqu’a
présent.

4.6 Discussion

La mise en évidence d'une translocation équilibrée de mowvo chez une enfant
présentant une dystonie précoce généralisée associée & un retard de développement
psychomoteur a été le point de départ d’une étude de cartographie physique précise
a la recherche d’un géne candidat pour cette dystonie syndromique.

4.6.1 Translocations équilibrées et pathologies

Les réarrangements apparemment équilibrés sont retrouvés chez 0.5% de
patients avec retard mental [Rauch 2006]. Il est toutefois a souligner la difficulté
d’établir une relation de cause a effet entre ce type de réarrangement et un
phénotype délétére. Ainsi, I’étude d'une cohorte de 31 sujets sans particularités
phénotypiques porteurs d’une translocation apparemment équilibrée a montré
I'interruption d’un géne chez 16 sujets sur 31 [Baptista 2008]. Cependant, seuls 2
des génes interrompus par la translocation présentaient un intérét particulier en
raison de leur implication éventuelle dans une pathologie dominante.

Dans I'un des cas les données cliniques n’étaient pas disponibles, alors que dans
le second cas, aprés un nouvel examen du dossier clinique, il est apparu qu’il
existait bien une corrélation entre les données fonctionnelles sur le géne et le phé-
notype rapporté (interruption du géne suppresseur de tumeur FAT->prolactinome).

Afin d’établir un lien causal entre la translocation et le phénotyte, il convient
donc d’étudier le profil d’expression ainsi que la fonction des génes interrompus par
la translocation et d’apprécier les éventuelles conséquences fonctionnelles de leur
interruption.

Enfin, 'implication formelle de I’altération d'un géne dans la dystonie est renforcée
par la mise en évidence d’autres types d’altérations ponctuelles clairement délétéres
chez des individus ayant un phénotype similaire.
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4.6.2 Conséquences de l'interruption de ROBO1

Dans le cas présent, le géne ROBO1 interrompu par le point de cassure sur le
chromosome 3 est apparu comme un bon géne candidat, non seulement de par son
profil d’expression au niveau du systéme nerveux central au cours du développement
embryonnaire, mais aussi de par sa fonction en tant que récepteur de molécules chi-
miorépulsives SLIT impliquées dans le guidage axonal, fonction conservée chez les
vertébreés.

Un modéle murin a par ailleurs montré que les animaux knock-out Robol-/- dé-
cédaient & la naissance et présentaient des défauts importants de migration des
interneurones corticaux et de guidage axonal [Andrews 2006].

4.6.2.1 Impact fonctionnel de ’interruption de ROBO1

A partir de ces données, ce travail a eu pour objectif d’apprécier les conséquences
de son interruption. L’étude de ROBQO1, aussi bien au niveau des transcrits que de
la protéine a été menée afin d’estimer si la translocation conduisait & une haploin-
suffisance de ce géne, entrainant le phénotype observé. Elles ont tout d’abord été
réalisées & partir de cellules lymphoblastoides immortalisées obtenues a partir de
lymphocytes B de la patiente puis & partir d'un prélévement lymphocytaire sanguin.

De facon surprenante, I’étude protéique réalisée a partir des cellules de la lignée
lymphoblastoide a révélé une absence totale d’expression de la protéine
ROBOL1 chez la patiente, alors que ’é¢tude a partir du sang montre la persistance
d’'un taux résiduel de ’ordre de 20% par rapport aux témoins.

Ces résultats n’allaient donc pas dans le sens d’une haploinsuffisance de ROBO1.
D’autre part, la discordance entre le taux de protéine mesuré a partir d’un
prélevement sanguin et celui mesuré aprés culture peut étre sujet a question.

L’hypothése qui a alors été avancée pour rendre compte de cette discordance fait
intervenir la notion d’ expression monoallélique aléatoire de 1’alléle maternel
ou paternel. [Gimelbrant 2007] ont en effet montré que ce géne est soumis & un tel
phénoméne.

D’une maniére générale, le mécanisme d’expression monoallélique touche 3
classes de génes : les génes soumis a empreinte parentale, ceux soumis a l'inactiva-
tion du chromosome X ainsi que des génes autosomiques.

D’aprés cette étude, par extrapolation, le nombre de génes autosomiques soumis
a une expression monoallélique aléatoire serait supérieur & 1000. Ce groupe inclut
des génes de récepteurs olfactifs, des génes impliqués dans la réponse immunitaire
ou exprimés au niveau du systéme nerveux.

Il s’agit de génes codant des protéines dont les fonctions et la spécificité tissulaire
sont variées, avec toutefois une sureprésentation de génes codant des protéines de
surface telles que les récepteurs transmembranaires (comme ROBO1I).

Les 4/5 de ces génes autosomiques ont par ailleurs une expression mono et
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biallélique en mosaique. Selon les génes, la proportion de cellules présentant
une expression monoallélique ainsi que la spécificité tissulaire de ’expression est
variable.

Pour un géne donné, le choix de I’alléle exprimé est clonal, conduisant ainsi a une
mosaique d’expression de 1’allele maternel ou paternel dépendant du moment au
cours du développement ou a lieu ’extinction de 'un des alléles. L.e mécanisme de
régulation a 'origine de cette expression monoallélique correspond généralement a
une méthylation de I’ADN spécifique d'un alléle [Wang 1996].

Concernant ROBO1, on peut supposer que le choix de ’expression d’un allele
s’est fait précocément au cours du développement embryonnaire aussi bien au
niveau du cerveau qu’au niveau périphérique au profit de I'alléle transloqué.

Bien que les lignées lymphoblastoides B soient polyclonales, il est envisageable que
dans le cas présent, la culture cellulaire ait conduit & un biais de sélection de
P’alléle exprimé en faveur de I’alléle transloqué.

A partir de lexemple du géne APP (précurseur du peptide amyloide)
[Gimelbrant 2007] ont montré que lallele actif pouvait avoir un taux d’ex-

pression 50 fois supérieur a celui de 1’alléle inactif, ce qui nous conforte dans notre
hypothése puisque dans le cas présent l'alléle paternel est transloqué, ce qui ne
peut aboutir a la synthése d’'une protéine normale.

Ce postulat pourrait étre vérifié par FISH sur ARN dans les noyaux de cellules
de la lignée cellulaire en utilisant une sonde dans ROBO1 localisée aprés le point
de cassure de la translocation. Ainsi, les cellules pour lesquelles I'expression mono-
allélique serait en faveur de I'alléle transloqué ne montreraient pas d’expression de
transcrit. Il serait ainsi possible d’évaluer la proportion de cellules exprimant cet
allele.

Par ailleurs, ’étude protéique par western blotting a partir d’'un préléevement
sanguin de la patiente n’a pas confirmé le résultat obtenu & partir de la lignée, ce
qui est bien en faveur d’un biais lié¢ a I'immortalisation des lymphocytes dans la
lignée cellulaire.

La constitution d’une lignée cellulaire et 1'utilisation de ce matériel cellulaire
permet certes d’avoir & disposition une quantité importante de matériel biologique
en vue d’expériences multiples, mais dans le cas présent, linterprétation des
résultats obtenus & partir de celle-ci s’est avérée délicate en raison de l’expression
monoallélique du géne étudié.

Les résultats de I'étude menée & partir de lymphocytes de la patiente sont donc
plus fiables puisque toute dérive liée a la transformation cellulaire et la clonalité
sont éliminées.

La dimimution de plus de 50% de la synthése protéique remet cependant en
cause ’hypothése d’'un mécanisme d’haploinsuffisance.
A nouveau, 'expresssion monoallélique de ROBO1 peut étre évoquée pour
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tenter d’interpréter ce résultat : un biais d’expression, certes moindre que celui
supposé dans la lignée, peut avoir eu lieu précocément au cours du développement
embryonnaire en faveur de l’allele transloqué incapable d’exprimer la protéine
normale. Cette hypothése demanderait a étre vérifiée par FISH sur ARN a partir
de lymphocytes de la patiente.

La présence d’'une mutation hypomorphe sur le second alléle serait une
seconde hypothése expliquant ce phénomeéne : le séquencgage des exons de ROBO1
chez la patiente n’a décelé aucune mutation non polymorphe ponctuelle, toutefois,
une mutation intronique dans une séquence régulatrice de ce géne ou une délétion
partielle du géne ne peuvent étre exclues.

Une troisiéme hypothése repose sur un mécanisme de régulation par des ARN
non codants.
[Angeloni 2006| ont isolé 2 transcrits dans la méme orientation que ceux de ROBO1
dans l'intron 2 de ce géne et qui correspondent aux ARN non codants BC017743 et
BC043430.
Dans I'hypothése ot la translocation entrainerait une variation de leur expression
par un effet de position, ceci pourrait conduire a une modification de leur fonction
régulatrice. En se fixant & leur cible spécifique, ces transcrits peuvent moduler
la transcription ou la traduction de leur cible, pour en altérer leur fonction
[Wilusz 2009]. Si cette action s’exerce sur une cible intervenant dans la voie de
régulation de ROBO1, il pourrait s’ensuivre un effet indirect sur ROBO1.
I’étude des conséquences de la translocation sur l'expression de ces ARN non
codants (par RT-QPCR) n’a pas été réalisée.

La derniére hypothése serait celle de l'existence d’un transcrit de fusion du
fait de la translocation. Il pourrait aboutir & la synthése d’une protéine anormale
dont le mode d’action serait a préciser.

Une protéine tronquée défectueuse peut agir par effet dominant négatif
en interférant avec la protéine normale par diminution de son activité globale
voire par inhibition. Dans le cas de ce récepteur transmembranaire, la protéine
anormale peut inhiber en trans 'activité de ROBOT1 en altérant sa liaison
homophile [Hivert 2002].

[Lu 2007] ont ainsi mis en évidence un effet dominant négatif d’'une protéine
codée par transcrit de fusion ROBO2-PCDHI11Y suite & une translocation
t(Y;3)(p11;p12)dn interrompant ces 2 génes. Par des études de migration
neuronale in witro, ces auteurs ont montré que la protéine de fusion inhibait
Ieffet chimiorépulsif de SLIT2 sur des explants de la zone antérieure sub-
ventriculaire. Ce méme modéle pourrait étre appliqué dans notre cas afin
d’apporter la preuve de l'altération fonctionnelle de la voie de signalisation
SLIT-ROBO chez cette enfant dystonique.

Cette fusion peut également induire un gain de fonction de la protéine



4.6. Discussion 117

chimére comme c’est le cas par exemple lors de la fusion des génes BCR
et ABLI suite & la translocation t(9;22) récurrente dans les hémopathies
malignes. Dans ce cas, l'activité enzymatique tyrosine-kinase d’ABL1 est
constitutivement activée, & l'origine de la pathologie par perturbation de
nombreuses voies de signalisation cellulaire.

L’existence d’'un tel transcrit de fusion aboutissant & la synthése d’une

protéine peut étre envisagée dans le cas présent. L'étude in silicio de la séquence
nucléotidique de part et d’autre du point de cassure sur le der3 montre en effet la
présence d’une séquence consensus pour un site accepteur fort de ’épissage en aval
du point de cassure associé & des séquences correspondant a des sites de fixation
potentiels d’ESE (exon splicing enhancers) et ISE (intron splicing enhancers).
La comparaison de ce site accepteur potentiel avec le site sauvage au niveau de
I’exon 14 montre des similitudes concernant la force des motifs des sites accepteurs
et des sites de fixation des ESE, avec la présence d’au moins 4 sites de fixation
potentiels des ESE au niveau de ce site accepteur potentiel (figure 4.24). De plus,
'analyse de la séquence au point de cassure a Iaide du logiciel Transeq*qui prédit la
séquence protéique a partir de la séquence d’acides nucléiques identifie la séquence
d’une protéine chimére possible de 695 acides aminés par ajout de 40 acides aminés
aux 655 correspondant aux exons 1 a 13 de ROBO1.

*http ://www.ebi.ac.uk/tools/emboss/transeq/index.html
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(A) Séquence génomique de part et d’autre du point de cassure sur le der3 avec
indication des séquences consensus au niveau des sites d’épissage donneur de ’exon
13 de ROBO1 (surligné en rouge) et accepteur potentiel sur le chromosome 18
(surligné en vert).

Les rectangles de couleur indiquent les sites de liaison potentiels des ESE et ISE au
niveau de ce dernier. La force du motif pour la fixation de ’ESE ou ISE est indiquée
dans chaque rectangle (échelle de 0 a 100).

La séquence de 'exon 13 de ROBO1 est en bleu majuscule, celle de I'intron 13 de
ROBO1 en noir minuscule et celle du chromosome 18 en rouge.

(B) Modélisation des interactions protéiques aux sites d’épissage entre les exons 13
et 14 de ROBO1 (d’aprés Alamut).

Sources : Human Splicing Finder (http ://www.umd.be/HSF) (prédiction de sites
accepteurs et de site de fixation potentiels des ESE) et Alamut (modélisation des
sites donneur et accepteur sauvages au niveau des exons 13 et 14 de ROBO1)
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Si les résultats de RT-QPCR vont dans ce sens, et malgré la discordance avec
le northern blotting qui ne détecte aucun transcrit de ROBOI1 chez la patiente,
la preuve de I'existence d’un tel transcrit peut étre apportée par sa détection par
3’RACE-PCR (Rapid Amplification of cDNA End).

Cette technique repose sur ’amplification d’un éventuel transcrit de fusion a partir
de son extrémité 5 connue (ici l'extrémité 5 du transcrit de ROBO1) a l'aide
d’une amorce localisée dans un exon de ROBO1 en amont du point de cassure.
Puis le séquencgage de ce dernier donnerait lieu & I'identification de son extrémité
3.

La mise en évidence d’une protéine tronquée nécessite quant a elle la réalisation
d’un western blotting avec un anticorps reconnaissant un épitope dans la
partie N-terminale de la protéine ROBO1.

Si une telle protéine existe, on peut penser qu’elle pourrait conserver sa capacité
de liaison a son ligand SLIT2 étant donné que les 13 premiers exons nécessaires
a la synthése des domaines Ig (en particulier Igl et 2 impliqués dans la liaison a
SLIT2) seraient présents.

Par contre, les domaines fibronectine codés par les exons suivants ne seraient plus
présents , d’ot une altération de la liaison homophile de ROBO1. Les études
de [Liu 2008| ont en effet montré que cette capacité de liaison est diminuée sans
étre toutefois abolie, en cas d’absence de ces domaines.

Par ailleurs, le domaine riche en proline correspondant & un domaine conservé
intra-cytoplasmique impliqué dans la transduction du signal ne serait plus
présent, ce qui pourrait contribuer a 'altération de la fonction de ROBO1 (figure
4.25).

Si les études menées chez cette patiente font de ROBOI un géne candidat de
la dystonie, la mise en évidence de mutations ponctuelles de ce géne chez des
patients présentant un phénotype similaire constituerait une preuve de son role
dans cette pathologie.

Le séquengage des exons de ce géne chez 20 patients présentant une dystonie précoce
a mis en évidence 2 variations de séquence introniques et une exonique faux-sens a
I’état hétérozygote, non décrites comme polymorphes. Des études complémentaires
sont nécessaires en vue d’évaluer leur caractére potentiellement délétére (recherche
de la variation chez les parents et une cohorte de sujets controles, recherche d’un
effet sur I’épissage pour les variations introniques).

Il est & noter qu’il s’agit d’altérations hétérozygotes qui peuvent conduire a la
synthése d’une protéine anormale. Si celle-ci est non fonctionnelle, V'effet peut
étre celui d’une haploinsuffisance, qui ne semble pas suffisante pour expliquer le
phénotype observé, en particulier la dystonie.

La protéine synthétisée a partir de l'alléle muté peut également voir sa fonction
altérée. Les conséquences peuvent alors étre semblables a celles évoquées dans le
cas de la translocation t(3;18). Une étude protéique pourrait alors étre envisagée
afin de comparer le taux de protéine ROBOL1 chez ces sujets avec celui observé chez
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F1G. 4.25 — Structure génomique de ROBO1 et domaines fonctionnels de la protéine.
(A) Représentation des domaines fonctionnels de ROBO1 : les exons codant les
domaines fibronectine le domaine riche en proline ne sont pas transcrits, alors que les

domaines Ig sont codés par les exons en amont du point de cassure sur le chromosome

3.

(B) Structure génomique partielle de ROBO1 : agrandissement de la région encadrée
en (A).

La position du point de cassure sur le der3 est indiquée par la ligne en pointillés.

Source : Alamut
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notre patiente afin de réfuter formellement ’hypothése d’une haploinsuffisance. Si
ce taux se révélait étre inférieur a 50%, ’hypothése d’une expression monoallélique
en faveur de l’alléle muté serait a controler (par RT-QPCR quantitative).

A ce stade, méme si cela semble moins probable, I’hypothése d’une pathologie
récessive ne peut pas étre écartée : l'altération du second alléle telle qu’un grand
rérrangement de type délétions partielles, en particulier exoniques, de ce géne (par
MLPA (Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification) ou QMPSF (Quanti-
tative de PCR of Short Fluorescent Fragments)) pourrait étre recherchée.

4.6.2.2 Impact phénotypique de l’interruption de ROBO1 : implication
en pathologie humaine

Les données de la littérature montrent que ROBO1 peut étre impliqué dans des
pathologies humaines.

Dyslexie

ROBO1 a été considéré comme un géne candidat de la dyslexie par
[Hannula-Jouppi 2005 suite a la mise en évidence dune translocation
t(3;8)(pl2;qll) interrompant le premier intron de ce géne chez un sujet dys-
lexique. Par la suite, ces auteurs ont montré une diminution de l’expression de
I’ARNm chez 4 dyslexiques.

Cependant, l'implication de ce géne dans la dyslexie a été remise en cause :

— l'une des sceurs du sujet porteur de la translocation présentait les mémes
troubles de la lecture mais sans translocation,
Pexpression de 'TARNm de ROBO1 n’a été quantifiée que chez 4 sujets dys-
lexiques sur 21 dans une méme famille, posant la question de la représentativité
de ce nombre restreint de sujets,

— aucune données ne permet d’affirmer que I’expression lymphocytaire refléte
I'expression cérébrale.

De plus, linterruption de ROBO1 ne conduit pas & un phénotype similaire a
celui de I'enfant de cette étude. Ceci s’explique probablement par le fait que, dans
le cas décrit par |Hannula-Jouppi 2005|, I'interruption dans le premier intron
ne compromet pas l'expression des variants issus de 1’épissage alternatif, alors que
dans le cas de la t(3:18), le point de cassure dans I'intron 13 interrompt tous les

transcrits alternatifs.

Troubles du comportement

I’étude du niveau d’expression de ’ARNm au sein d’un groupe de 19 sujets au-
tistes et 20 controles a révélé une diminution significative de I’expression de
ROBO1 et ROBOZ2 dans le premier groupe par rapport au second. Une diminu-
tion non significative du taux A’ARNm de ROBOS3 et ROBO) chez les autistes est
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par ailleurs observée [Anitha 2008]. Ces auteurs font également état d'une corréla-
tion positive entre les taux d’expression pour ces 4 génes alors qu’il n’y a pas de
corrélation entre le quotient intellectuel et leur expression.

Retard de développement
Des délétions incluant ce géne ont été décrites chez 3 sujets présentant un retard
de développement.

— |Petek 2003| rapportent le cas d'un enfant de 22 mois porteur d’une délétion
interstitielle de movo de 15Mb en 3pl3pll bornée par FISH. Il présente
un retard psychomoteur associé 4 une dysmorphie cranio-faciale
incluant une fente labiale, des fentes palpébrales orientées vers le bas,
un visage carré, un front large, une hypoplasie des arcades sourciliéres, des
sourcils arqués, un nez court, des oreilles bas implantées a bascule postérieure,
un cou court, des épaules étroites, un pectus carinatum. Un hypospadias est
noté.

Le retard psychomoteur avec retard de langage s’accompagne par ailleurs
de troubles du comportement & type d’aggressivité.

PIRM cérébrale montre un élargissement de l’espace arachnoidien bilatéral
au niveau du lobe frontal. Il présente un anévrisme du septum auriculaire.

— Un second cas de délétion de 11,18 Mb en 3p12.1p13 dont l'origine parentale
n’est pas connue, chevauchant la précédente, a été retrouvée chez un sujet de
19 ans chez lequel est décrit un retard mental et une hypotonie associés
a une surdité de perception, une malrotation intestinale avec constipation,
une dislocation de la hanche et des pieds bot (patient DECIPHER 2059).
Dans ce cas, 13 génes sont délétés, y compris ROBO1 et ROBO2.

— Un troisiéme sujet porteur d’une délétion de 9,95Mb en 3pll.1qll.1,
chez lequel est décrit un retard mental/ retard de développement
associé a des troubles autistiques est également rapporté dans la base de
données DECIPHER (patient 1933). Cette délétion, héritée de son pére dé-
crit comme normal, emporte 7 génes dont les 2 récepteurs ROBO1 et ROBO2.

Etant donné la taille des délétions décrites, le fait qu’elles soient en partie che-
vauchantes et que plusieurs génes soient en déséquilibre, il est difficile, & partir de
ces 3 observations, d’impliquer ’haploinsuffsance de ROBO1 seul dans le retard
psychomoteur observé.

D’autre part, aucun de ces 3 sujets ne présente de dystonie.

Dans le troisiéme cas, le fait que le pére du sujet décrit soit également porteur de la
délétion porte a discussion : dans le cas d’une hypothése d’haploinsuffisance, cette
deélétion étant la plus petite des 3, il est possible que le(s) géne(s) responsable(s) du
retard mental se situe(nt) dans la région délétée commune aux 2 premiers cas uni-
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quement. La différence phénotypique entre les 2 individus pourrait-elle s’expliquer
par une pénétrance incompléte ou par un déséquilibre d'une taille différente, voire
plus complexe chez le fils que chez son pére ?

Enfin, ceci peut remettre en cause un mécanisme d’haploinsuffisance des génes de
cette région délétée, en particulier ROBO1, pour expliquer le retard mental.

Altération de la voie de signalisation SLIT-ROBO et retard mental

Un argument indirect en faveur du role de ROBOI dans le retard mental est
fourni par l'identification du gétne MEGAP/srGAP3 (mental disorder-associated
GAP protein/Slit-Robo Rho GTPase activating protein 3) et la mise en évidence
de son implication dans ce type de troubles.
Ce geéne localise en 3p25 est interrompu & la suite d’une translocation
t(X;3)(pl1.2;p25) équilibrée de novo chez une patiente de 16 ans présen-
tant un retard psychomoteur sévére avec une démarche ataxique, des
mouvements saccadés des bras, de « faibles performances mentales »et une
absence de langage. Des troubles du comportement a type d’autoaggressivité
périodique et déficit de l’attention sont notés. Y sont associés une hypotonie
et une dysmorphie faciale (face triangulaire, aréte du nez haute, micrognathie,
philtrum court, palais haut et étroit, mains fines). Des épisodes épileptiques ont été
signalés.
Une délétion de ce géne a par ailleurs été retrouvée chez 11 patients porteurs
d’une délétion terminale 3p avec retard mental [Endris 2002].

MEGAP/srGAP3 code une RhoGAP (Rho-GTPase activating protein) qui

comporte un domaine SH3 identifié comme nécessaire & la liaison des protéines
stGAP au récepteur Robol. La liaison de Slit a son récepteur Robol augmente
Iinteraction de ce dernier avec les protéines stGAP impliquées dans la transduction
du signal, en particulier srGAP1, conduisant & leur activation [Wong 2001].
Par analogie, l'interaction entre Robol et srGAP3 aboutirait & une activation de
celui-ci. Or stGAP3 inhibe les GTPases Racl et dans une moindre mesure Cdc42 in
vitro [Endris 2002|. Ces derniéres intervenant dans la régulation de la polymeérisa-
tion d’actine et le guidage axonal, 'altération de ces voies de signalisation conduit
a une perturbation de la voie de signalisation SLIT-ROBO.

L’enfant décrite par [Endris 2002]| présente des similitudes phénotypiques avec
notre patiente, a savoir un retard de développement sévére, une absence de langage et
des troubles locomoteurs, laissant supposer que l'altération de la voie de signalisation
SLIT-ROBO est bien impliquée dans les troubles observés chez notre patiente.

ROBO1 et dystonie syndromique ?

La dystonie représente une entité clinique avec une grande hétérogénéité géné-
tique : différents génes ou loci ont en effet été reliés a ce syndrome.
Aucune étude a I’heure actuelle ne fait état d’une relation entre ’altération de
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ROBO1 et la dystonie. Des délétions de ce géne, se traduisant par une haploinsuffi-
sance, ne sont pas responsables de ce syndrome. Les études rapportant les cas de 3
patients porteurs de ces délétions ne mentionnent cependant pas de détermination
du taux de la protéine ROBO1 synthétisée.

Dans notre cas, 'altération d’un allele de ROBO1 par la translocation t(3;18)
pourrait conduire non pas a ’absence de transcrit et donc & une haploinsuffisance
mais & la synthése d’un transcrit de fusion et donc a un effet sur la synthése
voire la fonction de la protéine normale. Ce mécanisme (si la présence du transcrit
de fusion est démontrée) peut expliquer le phénotype plus sévere décrit chez notre
patiente et notamment la dystonie.

La mise en évidence d’altération de ROBO1 chez d’autres sujets dystoniques et
surtout de conséquences fonctionnelles identiques & celles de notre patiente serait
un argument en faveur de 'implication de ce géne dans la dystonie.

Une variation de séquence exonique non décrite comme polymorphe conduisant a
une substitution d’acide aminé a été mise en évidence chez un sujet dystonique au
cours de cette étude : sa pathogénicité reste a établir.

Il faut noter que toutes les études d’expression de ROBO1 chez notre patiente
ont été menées a partir de prélévements sanguins. Il faut donc rester prudent quant a
I’extrapolation de ces résultats au niveau du systéme nerveux central, d’autant plus
que l'expression monoallélique de ROBO1 peut étre variable d’un tissu a 'autre (le
taux d’inactivation de l’allele non transloqué ne peut pas étre estimé & ce niveau).

4.6.3 Impact phénotypique de l’interruption de séquence sur le
chromosome 18 7

En paralléle, ’étude du point de cassure sur le chromosome 18 a été entreprise :
aucun géne connu & ce jour n’est interrompu par le point de cassure de la
translocation, n’évoquant pas un effet sur le phénotype lié a l'altération de la
séquence d'un geéne.

Dans un second temps, ’hypothése d’un effet de position a donc été posée :
I’éloignement de séquences régulatrices d’'un géne en raison de la translocation
peut altérer I'expression de celui-ci. Ce mécanisme a ainsi permis d’expliquer la
présence d'une séquence de Pierre Robin a partir de 1’étude 3 familles porteuses
de translocations impliquant la région 1724 : une séquence régulatrice a pu étre
identifiée en amont des points de cassure et l'altération de la régulation du géne
SOX9 a été mise en cause dans le phénotype observé [Benko 2009].

Dans le cas présent, il existe des séquences régulatrices non codantes hautement
conservées entre les espéces a proximité du point de cassure sur le chromosome
18. De plus, les génes de part et d’autre du point de cassure codent d’une part
un facteur de transcription potentiel exprimé au niveau cérebral au cours du
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développement embryonnaire, SALL3, et d’autre part un récepteur GALRI1 de la
galanine, neuropeptide impliqué dans la régulation de nombreuses fonctions au
niveau du systéme nerveux central.

L’étude de 'expression de ’TARNm des génes les plus proches du point de cassure
sur ce chromosome (SALLS et GALR1) est en cours.

Cependant, les données de la littérature ne font pas éat d'un effet de position
conduisant & un phénotype similaire.
[Rizzolio 2008] rapportent le cas d’'une femme porteuse d’une translocation t(X;18)
dont le point de cassure sur le chromosome 18 est proche de celui décrit chez
cette enfant (moins de 300kb de différence) : cependant, le phénotype est sans
rapport avec celui observé dans le cas présent. Il s’agit en effet d'une femme de
petite taille avec hypertrophie du tissu adipeux au niveau du tronc, présentant
une posthypophyse ectopique associée & un déficit en hormone de croissance et
gonadotropines. Par ailleurs, sur le plan morphologique, sont notées des bosses
frontales et des arétes du nez minces.
Ceci n'est donc pas en faveur de la mise en cause de l’'interruption de
séquence sur le chromosome 18 dans la pathologie observée dans notre
cas.

Méme si aucune preuve formelle de I’implication de 1’altération
ROBO1 dans la dystonie n’a pu étre apportée suite 4 son étude chez
la patiente porteuse de la translocation t(3;18) et chez 20 sujets dysto-
niques, il représente un géne candidat pour lequel le mécanisme d’action
a Dorigine de la dystonie serait un effet dominant négatif ou gain de

fonction qui reste & démontrer a ce jour.
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5.1 Importance de la caractérisation moléculaire des re-
maniements chromosomiques et apport des tech-
niques de cytogénétique moléculaire

La recherche de génes candidats responsables d’anomalies du développement a
pour but d’une part la compréhension du mécanisme physiopathologique a l'origine
du phénotype pathologique et d’autre part la mise en place d’un conseil génétique
approprié. Cette recherche passe par la mise en évidence de remaniements chromo-
somiques et par leur caractérisation moléculaire.

5.1.1 Cartographie précise et recherche de génes candidats

Un géne candidat peut étre dégagé suite a la découverte d’'une anomalie déséqui-
librée (délétion ou amplification) ou équilibrée (translocation réciproque).

5.1.1.1 Déséquilibres génomiques

Les avancées technologiques de ces derniéres années ont donné lieu a la détection
de microremaniements submicroscopiques.
Le développement des techniques de cytogénétique moléculaire telles que la array-
CGH, permettant une étude pangénomique avec une résolution sans cesse accrue
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(de T'ordre du kilobase actuellement), a ainsi conduit a la découverte de nouveaux
microremaniements dont la taille est inférieure a celle correspondant a la limite de
résolution d’un caryotype standard (environ 10Mb).

Par ailleurs, cette technique offre ’avantage de borner rapidement et précisément
les déséquilibres génomiques. Elle évite ainsi la mise en place d’une stratégie de
marche sur le chromosome par FISH plus longue et fastidieuse et permet une com-
paraison (par la localisation des points de cassure et la détermination de la taille)
de déséquilibres touchant une méme région chromosomique. Il est ainsi plus aisé de
mettre en évidence des génes candidats dont l'altération serait & 'origine du phéno-
type observé.

Les exemples des délétions 20q13.33 et 21q22 traités ici illustrent ces propos.

5.1.1.2 Translocations équilibrées

Dans le cas de remaniements équilibrés tels que les translocations réciproques,
il est important d’établir une cartographie précise des points de cassure afin de
définir le mécanisme en cause dans ’apparition de la symptomatologie.
En effet, I'utilisation complémentaire de techniques de cytogénétique et de biologie
moléculaire allant jusqu’au séquencage débouche sur la mise en évidence d'un
géne interrompu par la translocation ou de séquences régulatrices. Il est alors
possible de s’orienter soit vers une pathologie de point de cassure, en fonction des
caractéristiques du géne interrompu, soit vers un mécanisme correspondant & un
effet de position. Des études fonctionnelles complémentaires sont alors nécessaires
pour tester ces hypothéses.
C’est la démarche qui a été suivie au cours de 1’étude de la translocation t(3;18)
associée a une dystonie syndromique.

D’autre part, comme mentionné dans le chapitre d’introduction, l'impact
phénotypique d’une translocation apparemment équilibrée peut étre en relation
avec un déséquilibre génomique non décelé par les techniques de cytogénétique
conventionnelle. Lorsqu’une translocation apparemment équilibrée est mise en
évidence chez un sujet a phénotype pathologique, il apparait donc nécessaire de la
caractériser plus précisément afin de déterminer son implication dans le phénotype
observé et d’orienter le conseil génétique.

C’est dans cette optique qu’a été recherché un déséquilibre par array-CGH chez
I'enfant porteuse de la translocation t(3;18).

5.1.2 Compréhension du mécanisme moléculaire du réarrangement

La localisation précise des points de cassure d'un déséquilibre génomique
débouche sur I'étude de l’architecture génomique au niveau de ces derniers, avec
notamment la recherche de séquences répétées de type duplications segmentaires
laissant supposer une recombinaison allélique non homologue (NAHR) en cas de
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remaniements récurrents.

Ainsi, pour les délétions décrites dans cette étude, aucune séquence de ce type
n’est retrouvée aux points de cassure, écartant le mécanisme de NAHR et expliquant
de ce fait 'absence de bornes récurrentes des délétions décrites dans la littérature.

5.2 Conséquences phénotypiques des remaniements : dif-
ficultés d’interprétation

L’évolution rapide de la technique d’array-CGH et des plateformes de génoty-
page des SNP a abouti & la mise en évidence de nombreux déséquilibres génomiques
jusqu’alors méconnus en raison de la limite de résolution du caryotype, définissant
pour certains de « nouveaux syndromes microdélétionnels »[Slavotinek 2008]. Elle a
ainsi contribué & améliorer le diagnostic étiologique chez des patients présentant un
retard mental et/ou des anomalies congénitales multiples.

Cependant, 'affirmation du caractére délétére ou non du déséquilibre n’est pas tou-
jours aisée. L’étude de 3 remaniements chromosomiques met en exergue la difficulté
d’établir des corrélations génotype-phénotype dans un certain nombre de cas, que
le réarrangement soit déséquilibré ou équilibré.

Ceci peut avoir plusieurs explications listées ci-dessous.

5.2.1 Variations de nombre de copies et polymorphismes

Un grand nombre de déséquilibres génomiques correspond & des variations

de nombre de copies (CNV) considérés comme polymorphes car décelés chez des
individus sains et qui sont répertoriés sur le site Database of Genomic Variants
(DGV).
Ils doivent donc étre pris en compte pour interpréter la signification clinique de tout
déséquilibre génomique. Il convient en effet de comparer le déséquilibre retrouvé
chez un patient a la base de données afin d’éliminer toutes les régions polymorphes.
Cette démarche a été suivie lors de I'étude des 2 délétions rapportées ici : aucune
d’elles ne s’est révélée correspondre & un polymorphisme connu.

Cependant, dans 7,74% des cas (d’aprés DGV), ces variations décrites comme

polymorphes touchent des génes associés & une pathologie décrite dans OMIM!,
pouvant étre récessive.
Si un désequibre décrit comme polymorphe est mis en évidence dans 'un de ces
génes, il faut bien str mettre en relation le phénotype de l'individu avec le déséqui-
libre afin de rechercher une éventuelle altération (de type mutation ponctuelle) sur
le second alléle si le phénotype est évocateur de la pathologie décrite. Ce méme
principe est appliqué a tout géne candidat en déséquilibre.

'http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/



130 Chapitre 5. Discussion générale

L’interprétation de la signification clinique d’'un déséquilibre génomique repose
sur un ensemble de critéres de pathogénicité décrits par [Lee 2007] et qui sont
résumés dans le tableau 5.1 ci-dessous.

Ils tiennent compte de la présence de génes et de leur implication éventuelle dans
une pathologie ainsi que de leur transmission et de la population dans laquelle le
déséquilibre a pu étre décrit (sujets atteints ou sains).

Si un déséquilibre de novo semble a priori délétére, la signification clinique d'un
déséquilibre hérité peut étre plus délicate a établir. Par ailleurs, en cas de doute sur
le caractere délétére d’un déséquilibre familial, ’étude de la fratrie et des apparentés
peut s’avérer utile pour déterminer si le déséquilibre ségrége avec la pathologie.

Critéres majeurs Caractéristiques Caractéristiques
des CNV des CNV bénins
pathogénes

hérité d'un parent sain X

hérité d’un parent atteint X

identique chez un apparenté sain X

identique chez un apparenté atteint X

chevauche un CNV décrit dans une population saine X

chevauche un CNV décrit dans une population atteinte X

contient des génes OMIM associés a une pathologie X

riche en génes X

pauvre en génes X

Critéres mineurs

delétion X
délétion homozygote X
duplication X
amplification X
>3Mb X
région dépourvue d'éléments régulateurs X

TaAB. 5.1 Critéres de pathogénicité des CNV d’apres [Lee 2007].
Les critéres en faveur du caractére délétére du CNV sont en gras.

Cependant, ces critéres ne sont pas immuables, il faut en effet tenir compte de no-
tions telles que I'expressivité variable et la pénetrance incompléte pour expliquer les
variabilités phénotypiques rencontrées au décours de la découverte de remaniements
chromosomiques a priori identiques, en particulier au sein d’'une méme famille.
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5.2.2 Expressivité variable/pénétrance incompléte

L’expressivité variable se définit comme la variabilité dans la survenue de

manifestations cliniques d’un méme géne chez des individus différents (aspect
qualitatif).
Les délétions subtélomériques 20q13.33 traitées plus haut en sont une illustration.
I’épilepsie est décrite de fagon inconstante dans les différents cas rapportés alors
que ces délétions incluent toutes le géne KCN@Q2 dont D'altération conduit & une
épilepsie de transmission autosomique dominante. De méme, I’haploinsuffisance de
KCNQ2 associée a celle de CHRNA/, géne également en cause dans la survenue
d’épilepsie, ne se traduit pas par cette symptomatologie dans un cas.

La pénétrance correspond au nombre d’individus phénotypiquement at-
teints/le nombre d’individus porteurs de l'altération du géne (aspect quantitatif).
Dans le cas de pathologies autosomiques dominantes, elle est dite incompléte
lorsqu’une partie seulement des individus porteurs de I’anomalie génétique présente
un phénotype délétére (aspect quantitatif).

On peut citer 'exemple de la microdélétion récurrente en 15q13.3 initialement
décrite par [Sharp 2008] avec une fréquence estimée a 0,29% des retards mentaux
(9/2082 sujets présentant un retard mental).Le phénotype clinique associait un re-
tard mental léger & modéré, une dysmorphie faciale variable, des anomalies des
extrémités et une épilepsie (7/9) pour laquelle le géne candidat était CHRNA7.
Par la suite, [Miller 2009] retrouvent ce méme réarrangement chez des sujets avec
un retard mental modéré ou des troubles d’apprentissage, des troubles du spectre
autistique et des troubles du comportement. Par contre, I’épilepsie n’est retrouvée
chez aucun de ces sujets.

Cette délétion a ensuite été considérée comme un facteur de risque de schi-
zophreénie [Stefansson 2008] et [Consortium 2008| et d’épilepsie [Helbig 2009] et
[Dibbens 2009].

Enfin, 2 autres études [van Bon 2009| et [Ben-Shachar 2009], portant respectivement
sur 18 et 20 sujets avec une délétion 15q13.3, font état d’une trés grande variabi-
lité phénotypique intra et inter-familiale. Sont décrits aussi bien des individus
sans phénotype pathologique que des sujets présentant un déficit cognitif variable
(difficultés d’apprentissage a retard mental), un autisme, une épilepsie, des troubles
bipolaires ou une schizophrénie, alors qu’il s’agit d’'un réarrangement réccurent
dont les bornes sont identiques chez tous les sujets. Par ailleurs, aucun des signes
cliniques ne semble constant.

Se pose alors la question de d’un remaniement délétére ou d’un facteur de
susceptibilité. Différentes hypothéses peuvent étre posées pour expliquer ce phé-
nomene.

1. L’haploinsuffisance de certains génes inclus dans la région remaniée ou
interrompus n’est pas suffisante pour induire le phénotype observé. Il peut
alors s’agir d’'une pathologie récessive liée & la présence d’une mutation
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ou d'un polymorphisme fonctionnel sur le second alléle, transmis par 1'un
des parents. Dans ce cas, la perte ou la diminution de I’activité du variant
associée a la perte d’activité liée au remaniement chromosomique peut rendre
compte du phénotype.

Cette hypothése a été envisagée dans le cadre de 1'étude de la transloca-
tion t(3;18) et nous a amené & séquencer les exons du second allele de ROBO1.

2. L’influence de facteurs épigénétiques peut étre évoquée : un mécanisme
d’empreinte est envisageable dans certains cas.

3. Des facteurs environnementaux peuvent également intervenir dans la varia-
bilité phénotypique.
Ces notions sont importantes car la mise en évidence d’'un remaniement
chromosomique chez un sujet peut avoir des répercussions sur la prise en charge
familiale, notamment dans le cadre d’un diagnostic prénatal.

Ces exemples montrent qu'une interprétation fiable des conséquences phénoty-

piques d'un déséquilibre génomique passe par des études de cohortes importantes
ou tout du moins par la comparaison de cas cliniques présentant des remaniements
similaires afin de délimiter une région minimale critique, & partir des données de la
littérature et de regroupements de patients par le biais d’études collaboratives et la
mise en commun des données collectées et consultables grace aux bases de données
telles que DECIPHER.
C’est la démarche que nous avons voulu adopter lors de I’étude des délétions 20q13.33
en particulier, fruit d'un travail collaboratif. De la méme facon, un géne candidat du
retard mental a pu étre dégagé en 21g22 suite a la publication et au recoupement
de différents cas, dont celui de la patiente rapportée dans cette étude.

5.2.3 Translocations équilibrées

La mise en évidence de translocations réciproques équilibrées a été a la base
d’identification de génes responsables de pathologies.
La présence d'une translocation t(3;18)(p12.3:;q23) de novo associée a une dystonie
syndromique a été le point de départ d’une étude visant a identifier un géne
candidat de la dystonie, dans 'hypothése d’une pathologie de point de cassure.
Cependant, il est souvent difficile d’établir une relation de cause a effet entre une
translocation équilibrée et la symptomatologie observée. C’est ce que démontrent
[Vandeweyer 2009]. A partir du recensement de tous les cas de translocations
équilibrées identifiées chez des patients présentant un retard mental, les auteurs en
distinguent 4 catégories :

— les translocations équilibrées qui ont aidé & identifier des génes impliqués dans
le phénotype d’un syndrome microdélétionnel (17 translocations pour 14 génes
identifiés),
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— les translocations qui ont identifié des génes dont l'implication dans le
retard mental a été confirmée par une autre technique (15 translocations
correspondant & 12 génes),

— les translocations interrompant des génes dont le role dans le retard mental
n’a pas été confirmé (21 translocations impliquant 17 génes)

les translocations n’interrompant pas de séquence codante et sans geéne
candidat (39 translocations).

Ces données traduisent le fait que la signification clinique d’une translocation
n’est pas établie avec certitude dans 2/3 des cas en fonction des connaissances ac-
tuelles.

Cependant, méme si aucun géne candidat n’est interrompu par la translocation,
d’autres mécanismes de régulation peuvent étre a l'origine du phénotype : il peut
en effet s’agir d’un effet de position ou de ’altération de la régulation par un ARN
non codant par exemple.

L’implication d’un géne identifié par le biais d’une translocation, dans une patholo-
gie donnée, repose souvent sur un faisceau d’arguments dont la mise en évidence de
mutations délétéres chez d’autres individus présentant un phénotype similaire ou la
description de plusieurs cas de remaniements impliquant le méme géne (transloca-
tion ou délétion) et responsable d'un phénotype semblable.

5.3 Perspectives

Les différentes études qui font état de la mise en évidence de translocations réci-

proques équilibrées soulignent toutes la difficulté d’impliquer formellement un géne
dans une pathologie donnée. Le cas de la translocation t(3;18) décelée chez une
patiente présentant une dystonie syndromique en est un exemple supplémentaire.
Dans ce cas, suite a I’étude de l'expression de PARNm et de la protéine ROBO1,
plusieurs hypothéses s’offrent a nous. Parmi celles-ci, celle de I'existence d'un trans-
crit de fusion semble probable, d’autant plus que les données in silicio vont dans
ce sens. Il convient néanmoins de tester cette hypothése par la réalisation d’'une
technique de 3'RACE-PCR.
Si un transcrit de fusion est identifié, il serait alors nécessaire de mettre en ceuvre
des tests fonctionnels afin de vérifier que la protéine chimeére a un effet sur le déve-
loppement cérebral. 11 serait alors intéressant de disposer d’'un modéle murin pour
évaluer D'effet de ce type de remaniement chez ’animal knock-in aprés introduction
de la séquence génomique issue de la translocation t(3;18).
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6.1 Matériel biologique

Le matériel génétique étudié a été extrait a partir de prélévements sanguins ou a
partir de lignées de cellules lymphoblastoides (patiente porteuse de la translocation
t(3;18)). Pour chaque patient prélevé, un consentement libre et éclairé est signé pour
permettre ['utilisation de ’ADN et/ou I’ARN.

6.2 Culture cellulaire

Les lignées continues sont établies a partir de sang veineux prélevé sur héparine-
lithium. La transformation lymphoblastoide est réalisée sous I'action du virus d’Ep-
stein Barr. Les cellules sont conservées dans 'azote liquide a -196°C dans un milieu
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de congélation contenant 20% de sérum de veau feetal, 10% de DMSO (dimétylsul-
foxide). Les lymphoblastes sont cultivés dans un milien RPMI 1640 avec 20% de
sérum de veau feetal, antibiotiques et antifongiques (GIBCO™).

6.3 Extraction des acides nucléiques

6.3.1 ADN génomique

L’extraction est réalisée a partir d’un prélévement sanguin ou de cellules lym-
phoblastoides & I'aide du kit Nucleon BACC3™ (Amersham) selon les instructions
du fournisseur. Aprés précipitation par 1’éthanol, 'ADN est resuspendu dans du
tampon TE (Tris-HCI 10mM pH8, EDTA 1mM pHS).

6.3.2 ARN totaux
6.3.2.1 A partir de lignées lymphoblastoides

L’extraction est effectuée le lendemain du changement de milieu pour étre en
phase de croissance exponentielle.
Les ARN totaux de la patiente porteuse de la translocation t(3;18) et ceux des
témoins pour la réalisation ultérieure de RT-QPCR et analyse par northern blotting
tT™(Qiagen).
Aprés comptage (2 a 3.100 cellules sont nécessaires pour ne pas saturer la colonne),
les cellules sont lavées dans 10mL de phosphate buffer saline (PBS) pour éliminer
les protéines et le milieu de culture inhibiteur de I'extraction.

sont extraits a ’aide du RNeasy ki

L’extraction sur colonne de silice est réalisée selon le protocole préconisé par le
fournisseur.

6.3.2.2 A partir de sang

Les prélévements sanguins sont effectués sur tubes PAXGene ™ (PreanalytiX)
afin d’assurer la stabilité des ARN. Les ARN sont extraits avec le kit d’extraction

PAXGene blood RNA isolation kit™ (PreAnalytiX) en accord avec le protocole du
fournisseur.

6.3.3 Controle de la quantité et qualité des acides nucléiques

Le controle de la qualité et la quantification d’ADN et d’ARN ont été réalisés
par spectrophotométrie (ND-100 Nanodrop'™).
Les ARN utilisés pour northern blotting sont contrélés avant hybridation a l'aide
du 2100 Bioanalyzer ™ (Agilent) avec le kit RNA 6000 Nano Assay M (Agilent).
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6.4 Cytogénétique et cytogénétique moléculaire

6.4.1 Préparation des chromosomes métaphasiques

Les techniques de cytogénétiques sont réalisées soit a partir d'un prélévement
sanguin soit & partir de lignées lymphoblastoides.
A partir d’un prélévement sanguin, les lymphocytes T stimulés par la phytohéma-
glutinine sont mis en culture pendant 72 heures a 37°C.
Les lignées lymphoblastoides sont décongelées et remises en culture. Les cellules sont
traitées 24 heures aprés le changement de milieu, en phase de croissance exponen-
tielle.
Les cellules sont bloquées en métaphase par 45uL de colchicine (20mg/mL) pendant
45min & 37°C en présence de 200uL de bromure d’éthidium (0,7mg/mL). Aprés cen-
trifugation (1200t/min, 5min), un choc hypotonique est appliqué (KCl a 0,0075M)
pendant 17min a 37°C. La préfixation est obtenue par ajout de 1mL de fixateur
(3 volumes d’éthanol absolu pour 1 volume d’acide acétique). Apreés centrifugation
(1200t /min, 5min), suivent 3 lavages dans 12mL de fixateur (1200t/min, 5min) et
la remise en suspension du culot dans du fixateur. Aprés étalement, les lames sont
traitées pour la réalisation du caryotype ou la réalisation d’une technique de FISH.
Dans ce cas, elles sont vieillies 24 a 48 heures & I’abri de la lumiére.

6.4.2 Caryotype en bandes GTG (bandes G, Trypsine, Giemsa)

Les lames sont vieillies une nuit & 65°C. Elles sont ensuite incubées dans une
solution de trypsine a 37°C pendant 10 secondes, rincées dans 2 bains de PBS et
colorées dans une solution contenant 9mL de Giemsa (Biolyon), 9mL d’acide citrique
(3M) et 9mL de méthanol (1M). Les lames sont ensuite rincées et analysées.

6.4.3 FISH

6.4.3.1 Préparation des sondes : culture bactérienne, extraction d’ADN
et marquage des sondes

Les BAC utilisés comme sondes pour cartographier le point de cassure de la
translocation t(3;18) et pour borner les délétions 2122 et 20q13.33 ont été sélec-
tionnés a partir du site UCSC genome browser et fournis par le Wellcome Trust
Sanger Institute ',

Apres culture bactérienne d’une nuit en milieu liquide LB Broth Miller a 37°C en
présence de chloramphénicol (20ug/mL) et centrifugation (20min & 40000t /min), les
sondes BAC sont obtenues a partir des culots bactériens par extraction de 'ADN
du BAC avec le kit NucleoBond PC 100™ (Macherey Nagel) selon les recomman-
dations du fabricant.

Le marquage par incorporation de fluorophore (fluorescéine isothyocyanate ou rho-
damine) est réalisé par nick translation a 1'aide du kit nick translation™™ (Vysis)

"http ://www.sanger.ac.uk
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selon les recommandations du fournisseur.

6.4.3.2 Hybridation et lavages

Les cellules obtenues apreés culture de lymphocytes T ou de lignée lymphoblas-
toide sont étalées sur une lame et ensuite prétraitées par une solution de HCI a
0,01M, 0,01% de pepsine a 37°C, lavées 2 fois 5min dans du PBS 1X et fixées par
une solution de formaldéhyde a 3% pendant 2min a température ambiante et déshy-
dratées dans 3 bains d’éthanol de concentration croissante (70, 85 et 100%). Apres
dénaturation 3min a 72°C et hybridation une nuit a 37°C avec la sonde marquée, les
lames sont lavées 2min dans une solution de SSC 0,4X/0,3% NP40 a 72°C puis 15
secondes dans une solution de SSC 2X/0,1%NP40 a température ambiante.

Les cellules sont contre-colorées au DAPI. Les signaux sont visualisés par microsco-
pie a épifluorescence (Axioplan 2 imaging, Zeiss).

6.4.4 Array-CGH
6.4.4.1 Puce Genosensor Array 300 (Abbott)

Elle a été utilisé pour mettre en évidence la délétion 2122 chez la patiente 2
décrite dans le chapitre 3.
La lame posséde 287 clones, en majorité des BACs avec quelques PACs et Pls. Les
séquences représentées sur la lame correspondent a des oncogénes (68 clones) ou
des geénes suppresseurs de tumeur (26 clones) présumés ou connus, a des régions de
perte d’hétérozygotie (40 clones). Des régions subtélomériques (74 loci) ou intersti-
tielles (29 loci) connues comme étant le siége de syndromes microdélétionnels ou de
microduplications sont représentées. On dénombre au minimum 3 clones par bras
chromosomique pour une couverture moyenne de 40 Mb par chromosome.
Le protocole est celui préconisé par le fabricant. L’analyse des déviations décelées
est réalisée a I'aide du logiciel Genosensor 300T™ (Abbott).

6.4.4.2 Puce Genosystem 1MB (Spectral Genomics)

Ce type de puce a été utilisé pour la mise en évidence de la délétion 20q13.33
chez la patiente 2 (chapitre 2).
Les sondes sont constituées par 2632 BACs non chevauchants issus de RPCI BAC
library (Roswell Park Cancer Institut), répartis sur ’ensemble du génome. La réso-
lution est de 'ordre de 1Mb.
L’hybridation est réalisée selon les recommendations du fournisseur.
™
(

I’analyse des données est réalisée grace au logiciel SpectralWare* ™ (Spectral Geno-

mics).
6.4.4.3 Puces 44K et 105K (Agilent)

Les sondes sont représentées par des oligonucléotides de 60 bases, permettant une
couverture de ’ensemble du génome. La distance moyenne entre 2 sondes consécu-
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tives, déterminant la résolution, est respectivement de 35kb et 15kb pour les puces
44K et 105K. La puce 44K a été utilisée pour le bornage des délétions 21q22 et
20q13.33, alors que la puce 105K a été utilisée pour rechercher un déséquilibre chez
la patiente porteuse de la translocation t(3;18).

Un microgramme d’ADN extrait a partir de cellules de lignée lymphoblastoide de
la patiente a été hybridé contre 'ADN d'un témoin de méme sexe sur une lame
Human Genome CGH microarray ™ (Agilent Technologies). L’hybridation est mise
en ceuvre selon les recommandations du fabricant.

Les ADN sont digérés par Alul (5 unités) et Rsal (5 unités) (Promega) pendant
2 heures a 37°C. Le controle de la digestion est réalisé par électrophorése sur gel
d’agarose a 2% (observation d’une trainée entre 200 et 1000pb).

Les ADN sont marqués par random priming pendant 2 heures & 37°C (ADN de la pa-
tiente par la cyanine 5-dCTP et celui du témoin par la cyanine 3-dCTP). Le controle
du taux d’incorporation des cyanines par mesure de l'activité spécifique (1000 X
concentration d’ADN (ng/ul)/324,5 X concentration en cyanine (pmol/ul)) et le
dosage des ADN son réalisés par spectrophotométrie (ND-100 Nanodrop™). L’ac-
tivité spécifique doit étre inférieure a 45 pour une hybridation ultérieure de qualité.
L’hybridation a lieu & 65°C pendant 40 heures suivie de lavages & I'aide des solutions
fournies par Agilent.

Apres avoir scanné les lames, les données de fluorescence sont ensuite analysées a
I’aide du logiciel Feature ExtractionT™v9.1. La visualisation des déséquilibres géno-
miques se fait grace au logiciel CGH analytics"™v3.4 (Agilent). L’algorithme d’ana-
lyse utilisé est ADM2, avec un seuil fixé & 6 et un minimum de 3 sondes consécutives
déviantes pour considérer une déviation comme significative.

6.5 Techniques de biologie moléculaire

6.5.1 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Elle a été mise en ceuvre pour le séquencage des exons des génes ROBOI et
DYT1 mais aussi pour la synthése de sondes d’ADNc utilisées pour les techniques
de Southern blot, northern blotting et western blotting ainsi que pour la recherche
d’un géne putatif en 1823 dans le cas de 'étude de la translocation t(3;18).

La composition du mélange réactionnel est la suivante, dans un volume final de
25ulL :
— 100ng d’ADN génomique total,
— 0,4uM d’amorces sens et anti-sens,
— 0,2mM de ANTP,
2mM de MgCly,
— 2U de Taq polymérase,

2,5uls de tampon spécifique de la Taq utilisée.

Les conditions de PCR sont les suivantes :
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— dénaturation initiale : bmin a 95°C
— 30 cycles comprenant chacun :
une étape de dénaturation : 30sec a 95°C,
une étape d’hybridation des amorces : 30 & 45sec & une température spécifique
pour chaque couple d’amorces,
une étape d’élongation : 30 & 45sec selon le fragment & amplifier a 72°C,
— une extension finale : 7Tmin & 72°C.

La qualité et la quantité des produits de PCR sont controlées par électrophorése
sur gel d’agarose a 0,8% dans du tampon TBE (Tris borate 0,9mM, EDTA 20mM,
pH8,2) en présence de 0,5mg/mL de bromure d’éthidium. La taille des produits de
PCR est évaluée a I'aide d’'un marqueur de taille approprié.

6.5.2 PCR longs fragments

Cette technique a été utilisée pour isoler le fragment de jonction issu de la
translocation t(3;18)(p12.2;q23).
Le kit Expand Long template PCR System™™ (Roche) permet 'amplification de
fragment d’ADN dont la taille peut aller jusqu’a 30kb grace & l'utilisation d’un
mélange réactionnel contenant une Taq DNA polymérase et une Tgo polymérase,
ADN polymérase thermostable.
Neuf couples d’amorces anti-sens localisés tous les 10kb dans la séquence du BAC
RP11-105 chevauchant le point de cassure sur le chromosome 18 ont été testées
avec une amorce sens localisée dans ’exon 11 de ROBO1.

Des mises au point ont été réalisées. Elles ont consisté & faire varier :
la composition du tampon des Taq polymérases (concentration en MgCl, entre
1,75 et 2,75mM et présence ou non de détergent),

— la température d’hybridation des amorces,

— le temps d’élongation,

— le nombre de cycles de PCR.

Elles ont finalement abouti a la détermination des conditions optimales d’ampli-
fication pour 'obtention du fragment de jonction.
Le mélange réactionnel est le suivant, dans un volume final de 50uL :
250ng A’ADN
— 0,3uM d’amorces sens et anti-sens
— 0,35mM de ANTP
— 5uL du tampon de 'enzyme (MgCls & une concentration de 1,75mM)
3,75U d’enzymes
Les conditions de PCR sont les suivantes :
— une dénaturation initiale : 4min & 94°C
10 cycles comprenant chacun :
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une étape de dénaturation : 10sec a 94°C,
une étape d’hybridation des amorces : 30sec a 54°C,
une étape d’élongation : 10min & 68°C,

— 25 cycles comprenant chacun :
une étape de dénaturation : 15sec a 94°C,
une étape d’hybridation des amorces : 30sec a 54°C,
une étape d’élongation : 10min+20sec/cycle a 68°C,

— une extension finale : 7min a 68°C.

Aprés migration électrophorétique sur un gel d’agarose & bas point de fusion a
2%, le fragment est découpé dans le gel et purifié avec le kit Nucleospin Extract
I1"™ (Macherey Nagel) selon les recommandations du fabricant.

6.5.3 Séquencage

Il a permis de connaitre la séquence au niveau des points de cassure sur les der3
et 18 de la translocation t(3;18).
En outre, la séquence codante des génes ROBO1 et DYT1 a été analysée dans le
cadre de ’étude de la translocation t(3;18).
Les amorces introniques localisées en bordure des exons ont été choisies & 1'aide du
logiciel ExonPrimer?.
L’ADN double brin est séquencé selon la méthode de Sanger.
Une premiére PCR permet d’amplifier le fragment d’ADN correspondant & I’exon.
Les produits de PCR sont purifiés par I'ExoSAP (USB Corporation) afin d’éliminer
les ANTP non incorporés au cours de I'amplification et I'excés d’amorces (15min a
37°C suivi d’'une dénaturation enzymatique de 15min a 80°C).
Le séquencage est réalisé dans les 2 directions & ’aide du BigDye Terminator Cycle
Sequencing kit ™™ (Applied Biosystems).
Trente cycles de PCR sont réalisés : une étape de dénaturation a 95°C pendant 15
secondes est suivie de I'hybridation des amorces a 50°C pendant 5 secondes et de
I’élongation & 60°C pendant Hmin.
L’électrophorése capillaire est réalisée avec 'analyseur génétique Applied Biosys-
tems 3130.
La position et la nature des variations de séquence sont rapportées selon les re-
commandations de I'Human Genome Variation Society (HGVS). La séquence de
référence utilisée est celle du transcrit NM _002941.2 en prenant la base A du codon
ATG d’initiation comme base +1.
L’analyse des variations de séquences est réalisée a l'aide du logiciel Alamut
1.5™ (Interactive Biosoftware) qui compile les informations de différentes bases de
données bioinformatiques.

Zhttp ://ihg2. helmholtz-muenchen.de/ihg/ExonPrimer.html
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6.5.4 Transcription inverse et PCR quantitative en temps réel
(RT-QPCR)

6.5.4.1 Transcription inverse

La réaction de transcription inverse est réalisée a partir de 1pug d’ARN totaux
dans un volume de 20uL. Le mélange réactionnel contient 4l de tampon de la Su-
perscript, 0,01M de dithiotreitol (DTT), bng/ul: d’hexanucléotides, 20U d’inhibiteur
de RNase, 0,5mM de dNTP et 200U de superscript reverse transcriptase (Invitrogen
Corp.). Elle est réalisée slon le protocole fourni par le fabricant.

6.5.4.2 PCR quantitative en temps réel (QPCR)

Cette technique a été mise en ceuvre, aprés transcription inverse, pour quantifier
I’ARNm des génes dont I’expression aurait pu étre modifiée suite a la translocation
t(3;18), a savoir ROBO1, ROB0O2, SALL3 et GALRI.

La quantité d’ADN double brin synthétisée est mesurée a la fin de chaque cycle
d’amplification grace a l'utilisation d’une molécule fluorescente, le SYBR green™,
qui a la propriété de s’intercaler entre les bases d’ADN double brin.

Le cycle seuil (ou threshold cycle Ct), cycle d’amplification a partir duquel la fluores-
cence est significativement différente de la fluorescence liée au bruit de fond, refléte
le taux d’expression ’ARNm. Il est inversement proportionnel & la quantité initiale

de cible présente dans I’échantillon.

Choix des amorces

Les amorces, localisées dans des exons consécutifs pour s’affranchir d’une
amplification de '"ADN génomique contaminant, sont sélectionnées & l'aide du
logiciel Primer Express 2.0.0 ABI Prism oligo design™™ (Applied Biosystems).
La spécificité du produit de PCR est contrélée sur le site de 'UCSC genome
browser.
L’absence de polymorphisme de type SNP dans les amorces est également controlé
sur le site NGRL (National Genetics Reference Laboratory)?.

Controle de ’efficacité et de la spécificité de la PCR

Pour pouvoir réaliser une quantification relative basée sur la méthode d’analyse
des A ACt [Livak 2001], il est nécessaire de controler au préalable Defficacité et la
spécificité des PCR pour les transcrits cibles et ceux des génes de référence.
L’amplification est réalisée dans les conditions suivantes : dans un volume final de
20u1, le mélange réactionnel contient 0,4uM d’amorces sens et anti-sens, 10ul de
2X Power SYBR Master Mix"™ (Applied Biosystems) et 5ul de solution d’ADNc
correspondant a des dilutions successives de la cible de 100, 50, 10, 1 et 0,1ng pour
réaliser une courbe d’étalonnage.

3http ://ngrl.org.uk/Manchester /snpcheck.html
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La PCR, réalisée sur ABI PRISM 7500 Sequence Detection System (SDS), comprend
un cycle de dénaturation a 95°C pendant 10min, suivi de 40 cycles & 95°C pendant
15sec et 60°C pendant 1lmin. La pente de la droite d’étalonnage traduit efficacité
de la PCR (E=10"p—1, ou E est l'efficacité et p la pente de la droite) qui doit étre
comprise entre 0,9 et 1,1.

La spécificité des amorces et ’absence de diméres d’amorces sont vérifiées par une
étape de dissociation mise en ceuvre a la fin de amplification et qui consiste en
une dénaturation (15 secondes a 95°C) suivie d’un refroidissement rapide a 60°C et
d’une ascension progressive et lente en température jusqu’a 95°C.

La dérivée de la courbe de fusion (quantité de fluorescence émise en fonction de
la température) montre la présence d'un pic unique pour chaque amplification si
celle-ci est spécifique.

Quantification relative

Chaque échantillon est traité en triplicat. La quantité d’ADNc correspond a 100ng
d’ARN totaux rétrotranscrits.
Les conditions d’amplification sont les mémes que précedemment.
La quantité I’ARNm du géne cible chez les patients est comparée & celle d'un té-
moin. Les génes de référence ESD et ABL1 sont utilisés pour normaliser les résultats
(correction des variations liées a la quantité d’ARN de départ et Uefficacité de la
transcription inverse).
Les résultats sont analysés avec le logiciel ABI Prism 7500 SDS version
1.4™ (Applied Biosystems).

6.5.5 Southern blot
6.5.5.1 Synthése des sondes d’ADNc

Synthése

Les amorces nécessaires a la synthése des sondes ont été dessinées par le logiciel
Primer3*. Les sondes sont synthétisées par PCR en prenant pour matrice de ’ADNc
obtenu par transcription inverse a partir ’ARN total.
L’ADNCc est ensuite purifié a I’aide du kit Nucleospin Extract II"™ (Macherey Nagel)
selon les recommandations du fabricant.
Ces sondes sont controlées par séquencage avant hybridation.

Marquage des sondes

Vingt cing nanogrammes d’ADNc sont marqués par incorporation de dCTP mar-
qués au 2P par une réaction de random priming avec le Random Primed DNA
labeling kit"™ (Roche Diagnostics).

Elles sont ensuite purifiées sur colonne de type Nick Columns™(

Amersham Bios-
ciences) selon les recommandations du fournisseur.

*http ://frodo.wi.mit.edu/primer3/
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6.5.5.2 Digestion de PADN

Dix microgrammes d’ADN de la patiente obtenu & partir de cellules de lignée
lymphoblastoide et d’ADN de deux témoins ont été digérés avec 20U des six enzymes
de restriction Bglll, EcoRV, Xbal, BamHI, EcoRI et HindIIl pendant 4 heures a
37°C.

6.5.5.3 Hybridation

Apres migration électrophorétique sur gel d’agarose a 0,8% pendant une nuit a
40V, PADN est transféré sur membrane Hybond N+ (Amersham Biosciences) en
conditions dénaturantes (NaOH 0,4N). L’hybridation est réalisée dans une solution
d’Hybond une nuit a 65°C. Aprés lavages & 65°C (2 fois 15min dans une solution de
SSC 2X, 30min dans une solution de SSC 2X/SDS 0,1%, 10min dans une solution
de SSC 0,1X/SDS 0,1%), la réveélation se fait aprés exposition de la membrane & un
film photographique a -80°C.

6.5.6 Northern blotting
6.5.6.1 Synthése et marquage des sondes d’ADNc

La synthese des sondes d’ADNc¢, leur marquage et purification sont identiques a
ceux utilisés pour le Southern blot.

6.5.6.2 Hybridation

Le northern blotting a été réalisé avec le kit Northern Max '™ (Ambion).
La qualité et la quantité des ARN hybridés ont été controlées avec le
Bioanalyzer "™ (Agilent).
Dix microgrammes d’ARN totaux ont été séparés par migration électrophorétique
(50V pendant 10 heures) sur gel d’agarose a 1% en conditions dénaturantes (for-
maldéhyde 1%).
Apres transfert d’une nuit sur une membrane Hybond-XL (Amersham Biosciences)
dans un tampon alcalin, la membrane est préhybridée 1 heure dans le tampon d’hy-
bridation & 42°C avant I’hybridation réalisée a 42°C pendant une nuit.
La membrane est ensuite lavée 2 X Hmin & température ambiante sous agitation
dans une solution de faible stringence (2X SSC, 0,1% SDS). S’ensuivent 2 lavages
de 15min & 42°C sous agitation dans une solution stringente (0,1X SSC, 0,1% SDS).
La révélation se fait aprés exposition de la membrane & un film photographique a
-80°C.
La (-actine est utiliste comme ARNm de référence pour contréler la migration et le
transfert et quantifier les transcrits.
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6.5.7 Western blotting

Les protéines nucléaires et cytoplasmiques ont été extraites (NE-PER Nuclear

tT™  Pierce Biotechnology) a partir de culots leuco-

and cytoplasmic Extraction ki
cytaires obtenus aprés centrifugation en gradient de ficoll ™.

Les protéines sont quantifiées a I’aide du BCA Protein Assay (Pierce Biotechnology)
par spectrophotométrie & 562nm.

Dix ug de protéines sont séparés par électrophorése sur gel de polyacrylamide (1h30
a 100V) et transférés sur une membrane PVDF (polyfluorure de vinylidéne) (Amer-
sham) par application d’un courant électrique de 15V pendant 1 heure.

Le blocage des sites antigéniques non spécifiques sur 'immunoblot est réalisé avec
une solution de PBS, 5% BSA.

La membrane est ensuite incubée avec un anticorps primaire polyclonal de lapin
(ab7279, Abcam), dilué au 1/5000 dans une solution de PBS, 5% BSA, 0,05%
Tween 20 pendant 1 heure. Cet anticorps reconnait un épitope correspondant aux
acides aminés VLGGYERGEDNNE de la protéine ROBO1, localisés dans la partie
C-terminale des différents isoformes (NM 002941.3 : acides aminés 1632 a 1644,
NM 133631.2 : acides aminés 1593 a 1605, NM_001145845.1 : acides aminés 1532
a 1544, NM_001145844.1 : acides aminés 1587 a 1599).

Aprés 3 lavages de 5 minutes dans une solution de PBS-Tween 20 (0,05%), la mem-
brane est mise en contact avec un anticorps secondaire anti IgG de lapin (ab6721,
Abcam), couplé & 'HRP (Horseradish Peroxidase) et dilué au 1/10 000, dans une
solution de PBS, 5% BSA, 0,05% Tween 20 et incubée pendant 1 heure.

Apreés 4 lavages de 5 minutes dans une solution de PBS-Tween 20 (0,05%) la révéla-
tion se fait grace au kit de chimioluminescence ECL Plus Western Blotting Detection
kit"™ (Amersham) sur film photographique.

6.6 Chimiotactisme des polynucléaires

Ce test mesure la capacité des cellules a se déplacer vers un chimioattractant
(zymosan).
Il a été utilisé afin de déceler une éventuelle modification du chimiotactisme des po-
lynucléaires par rapport & un témoin chez la patiente porteuse de la délétion t(3;18).

A partir d'un prélévement sanguin, les polynucléaires sont isolés par sédimenta-
tion sur dextran. 2.10° polynucléaires (solution a 2.10%) sont déposés en milieu gélosé
(mimimum essential medium (Gibco) supplémenté en sérum de veau foetal), dans
les puits internes. La migration s’effectue pendant 24 heures a 37°C/5% de COg. Les
polynucléaires migrent par chimiotactisme vers les puits externes dans lesquels est
déposé le zymosan. En "absence de chioattractant, la migration spontanée s’effectue
dans toutes les directions. Aprés fixation au méthanol et formol, les polynucléaires
sont colorés par la fuschine.

Les distances de migration spontanée et par chimiotactisme sont alors mesurées en
mm (figure 6.1).
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F1G. 6.1 — Chimiotactisme des polynucléaires : les polynucléaires sont déposés dans
les puits les plus internes et migrent vers les puits les plus externes ot est déposé le
zZymosan

L’index chimiotactique évalue la migration par chimiotactisme : c’est le ratio de la
distance de migration par chimiotactisme/distance de migration spontanée.

Dans cette expérience, SLIT2 (100pM) est ajouté soit dans le puits contenant les
polynucléaires soit dans le puits contenant le chimioattractant.

Toutes les migrations chez la patiente sont comparées a celles chez un témoin.
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Candidate genes retrieval for developmental abnormalities by
molecular characterization of chromosomal rearrangements

Abstract : Positional candidate gene approach and molecular characterization
of chromosomal abnormalities can elucidate the genetic basis of many human
developmental diseases. Mapping of such rearrangements allows the identification
of disease candidate genes by using cytogenetic and molecular biology approaches.
Array-CGH serves the critical need for identification of causal genes related to
disease by detection of unknown chromosomal imbalances.

We report here the results of mapping and molecular characterization of two unba-
lanced chromosomal rearrangements related to mental retardation : 20q13.33 and
21g21 deletions. This study led to candidate genes identification and contributed
to improve clinical monitoring and genetic counseling.

Moreover, the breakpoints characterization of a balanced de movo translocation
t(3;18)(p12.3:q23) associated with an early-onset generalized dystonia and de-
velopmental delay revealed the disruption of ROBOI, a gene mediating axone
guidance. Additional analysis including array-CGH, RNA and protein analysis,
leukocyte chemotaxis and search for ROB(O1 mutations in 20 independent patients
with syndromic dystonia were performed in order to evaluate the correlation
beetween ROBO1 disruption and dystonia. The results presented here underline
the difficulties in elucidating the role of such rearrangements, and the need to
provide further evidences in defining their involvment in the development of a
genetic disease.

Keywords : chromosomal rearrangements, positional cloning, developmental
abnormalities, candidate genes, ROBO1




Résumé : L’identification de génes responsables d’anomalies du développement
passe par des approches de clonage positionnel parmi lesquelles la caractérisation
moléculaire d’anomalies chromosomiques. La cartographie précise de réarrange-
ments chromosomiques permet de mieux cerner des génes candidats impliqués dans
les maladies génétiques, grace a l'utilisation d’outils de cytogénétique et de biologie
moléculaire. L’array-CGH a ainsi conduit a identifier des microremaniements
chromosomiques jusqu’alors inconnus et & préciser les génes candidats dans les
affections étudiées.

Nous présentons dans une premiére partie, les résultats de la cartographie et de la
caractérisation moléculaire de deux anomalies microcytogénétiques associées & un
retard mental, une délétion 20q13.33 et une délétion 21gq22. Ces données ont
contribué a la sélection de génes candidats et & améliorer la prise en charge clinique
et le conseil génétique.

Par ailleurs, la caractérisation moléculaire d’une translocation réciproque
t(3;18) (p12.3;923) de nowo associée a une dystonie précoce généralisée avec
retard de développement a été réalisée. Le géne ROBQO1 impliqué dans le guidage
axonal s’est révélé interrompu. Des explorations complémentaires ont été conduites
(array-CGH, étude de I'ARN, étude protéique, migration cellulaire et séquencage
du géne ROBOI1 chez d’autres patients avec une dystonie syndromique) afin de
mieux cerner les conséquences de cette anomalie sur la survenue de cette dystonie
syndromique. Les résultats de ces études soulignent les difficultés d’interprétation
lices a la découverte de tels réarrangements et la nécessité d’apporter la preuve de
leur implication dans le phénotype observé par des moyens appropriés.

Mots clés : remaniements chromososmiques, clonage positionnel, anomalies
du développement, génes candidats, ROBO1
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