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Délétion interstitielle

2 points de cassure

Inversion péricentrique

2 points de cassure
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Inversion paracentrique
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Anneau
2 points de 

cassure

A

Délétion terminale

1 point de cassure

Translocation réciproque

2 points de cassure

Translocation robertsonienne

2 points de cassure

B

Insertion

3 points de cassure
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Résumé

Les anomalies chromosomiques représentent la première cause de retard mental d’origine génétique. Les développements technologiques

récents permettent l’étude des anomalies quantitatives du génome à un seuil de résolution 50 à 100 fois supérieur à celui du caryotype constitu-

tionnel. Ces méthodes sont regroupées sous le vocable « caryotype moléculaire » et comprennent la technique des puces à ADN ou hybridation

génomique comparative sur microréseau d’ADN. Cette revue décrit le principe de la technique de puce à ADN, les différentes plateformes

proposées, leurs applications et limites dans le contexte de diagnostic des anomalies chromosomiques constitutionnelles.

© 2006 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Abstract

Chromosomal aberrations are the first cause of mental impairment and dysmorphism. Rearrangements involving large chromosomal segments

can be detected by standard chromosome analysis using GTG-banding, but this technique is not suited for the detection of small chromosome

abnormalities. Array comparative genomic hybridisation (array-CGH) is a method used to detect segmental DNA copy number alterations.

Recently, advances in this technology have enabled high-resolution examination for identifying genetic alterations and copy number variations

on a genome-wide scale. This review describes the current genomic array platforms and CGH methodologies and highlights their applications for

studying constitutional disease.

© 2006 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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1. Introduction

Les techniques de cytogénétique ont mis en évidence le rôle

essentiel des anomalies chromosomiques constitutionnelles à

l’origine des handicaps mentaux, des syndromes malformatifs

et d’échecs de la reproduction [1]. Les anomalies chromosomi-

ques sont la première cause identifiée de retard mental d’ori-

gine génétique [2].

La pratique d’un caryotype constitutionnel fait ainsi partie

de la démarche diagnostique habituelle face à un retard mental

(RM). L’analyse clinique à la recherche d’une dysmorphie

faciale, de malformations associées, de troubles du comporte-

ment pourra orienter vers une région chromosomique spéci-

fique. Ainsi au cours de ces dernières 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)
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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 haploïde) ne détecte pas les réarrangements de moins de

5 Mb voire plus si l’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

l’analyse cytogénétique, et de passer de la résolution du caryo-

type « standard » à 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 succès à 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

l’exploration des anomalies chromosomiques au-delà des tech-

niques classiques [4]. Elle est indispensable au diagnostic des

microremaniements chromosomiques, délétions et duplications

dont l’identification constitue un progrès décisif pour l’élucida-

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 particulièrement, les microremaniements

des régions subtélomériques sont observés chez environ 5 %

des patients avec un RM associé à un syndrome dysmorphique

et/ou une anomalie de la croissance [5,6]. La relative petite

taille (1 à 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 l’information clinique est évocatrice,

elle conduira vers le locus d’intérêt, l’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 très vraisemblablement aux événements de recombinaison

homologue, à l’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 à un RM.

L’identification de ces microremaniements est donc dépen-

dante des sondes mises à disposition.

Dans le contexte d’un criblage génomique, les techniques

d’analyse globale actuellement disponibles en situation diag-

nostique reposent sur l’hybridation génomique comparative

(CGH). Son principe consiste à cohybrider une même 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 l’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 l’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 apparaître le be-

soin d’une nouvelle approche de diagnostic cytogénétique dont

le but est de caractériser des déséquilibres chromosomiques de

petite taille (1 à 4 Mb) et à l’échelle pan-génomique, c’est-à-

dire sur un très grand nombre de locus de façon simultanée, en

l’absence de signes cliniques évocateurs d’une région chromo-

somique d’intérêt. 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-

çon simultanée sur des matrices solides mesurant quelques cen-

timètres carrés [8]. La technologie émergente des puces à ADN

est donc une nouvelle approche pour répondre à de telles situa-

tions diagnostiques. Cette revue présentera la technique d’hy-

bridation génomique comparative sur microréseaux d’ADN et

ses applications dans l’identification et la caractérisation des

anomalies chromosomiques constitutionnelles.

2. Principe de l’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 à l’ADN

du patient (ADN test) marqué par la Cyanine 3 (Cy3) et l’ADN

du témoin par la Cyanine 5 (Cy5). Les deux ADN en quantité

équivalente sont dénaturés puis préhybridés en présence

d’ADN de type Cot1 (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 à

37 °C. Après lavage de la lame, la lecture des signaux est réa-

lisée grâce à un scanner laser automatisé. Une analyse bio-

informatique des données est ensuite réalisée à l’aide d’un lo-

giciel qui enregistre l’intensité de fluorescence de l’ADN

marqué à la Cy3 et de l’ADN marqué à la Cy5. Après 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 l’en-

semble des séquences d’ADN présentes sur la lame. Pour cha-

cune d’entre elles, un RIF égal à 1 correspond à un nombre de

copies normal c’est-à-dire deux, entre 1,3 et 1,4 à un gain

d’une copie et entre 0,6 et 0,7 à la perte d’une copie (Fig. 1).

Afin d’assurer, pour un même patient, un contrôle interne du

résultat obtenu, une deuxième lame est hybridée mais cette

fois, l’ADN test est marqué par la Cy5 et l’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 première lame et perte pour la même séquence avec la

deuxième 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 même sensi-

bilité d’une délétion ou d’une duplication.
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3. Les différents types de puces à ADN

La résolution de cette technique dépend de la taille des sé-

quences déposées sur la lame, du nombre et de l’espacement

régulier des séquences entre elles, en terme de couverture du

génome [9,10]. Par rapport à la résolution de la CGH sur mé-

taphase où l’ADN est hautement condensé, celle de la CGH à
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 l’ADN cible comparées à la com-
plexité de l’ADN sonde. Selon la nature des séquences dépo-
sées sur la lame, on distingue différents types de puces.

La cible peut être représentée par des ADNc d’une taille de
0,5 à 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 l’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 être corrélées au change-
ment d’expression en utilisant la même puce mais avec des
sondes de type ARN [11].

À l’opposé, les clones de grande taille (de 50 à 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 gènes annotés dans les bases de données
génomiques. Les puces couramment développées par les labo-
ratoires académiques et certaines firmes commerciales possè-
dent en moyenne 3 000 clones de ce type avec une résolution
avancée d’une mégabase c’est-à-dire une couverture de 10 %
du génome humain, en supposant que l’espacement des cibles
est régulier tout au long du génome [8,12,13].

Les puces à oligonucléotides (de 20-25 bases) obtenues par
synthèse 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 l’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 à la détection des
altérations en copie unique de l’ADN.

En augmentant la taille des oligonucléotides (60-70mers) la
spécificité de l’hybridation s’améliore conduisant à une effica-

Fig. 1. Principe de l’hybridation génomique comparative sur microréseau d’ADN.
Les sondes sont représentées par l’ADN du patient (ADN test) et l’ADN du témoin marqués respectivement par un fluorochrome vert et rouge. Les deux ADN sont
cohybridés en quantité équivalente en présence d’ADN Cot1 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 l’ADN test, les points verts un gain de l’ADN test et les points jaunes indiquent
la présence d’une quantité équivalente entre l’ADN test et l’ADN témoin. Le rapport de fluorescence peut être 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 à une cible dont la cartographie physique sur le
chromosome est connue permettant ainsi de quantifier la taille de l’anomalie et d’apprécier les gènes impliqués dans le remaniement.
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cité comparable à celle des puces BAC quant à leur capacité à
détecter des aneusomies segmentaires et sans réduction préa-
lable de la complexité génomique de la sonde [17].

4. Les applications

Comme la très grande majorité des anomalies chromosomi-
ques constitutionnelles conduit à un déséquilibre quantitatif
(gain ou perte de tout ou partie de chromosome), les puces à
ADN ont été utilisées avec succès dans la détection de ces
anomalies de structure déséquilibrées. À partir d’un microré-
seau constitué en moyenne de 3 000 BACs, correspondant à
une résolution théorique d’une mégabase (1 Mb), 16 à 25 %
d’aneusomies segmentaires ont été identifiées chez des patients
présentant un RM inexpliqué [12,18,19]. Ce fort taux reflète
sans ambiguïté l’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 à 3 fois celle des déséquilibres subtélomé-
riques qui étaient considérés jusqu’alors comme la deuxième
cause de RM après 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 à produire une puce « pan-génomique », avec une
couverture globale du génome, par le dépôt 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 apparaître 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 à 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,
régulièrement mis à jour, est disponible sur le site http://pro-
jects.tcag.ca/variation/. Certaines de ces régions contiennent
des gènes tel le gène du récepteur au neuropeptide Y4 dont
on connaît le rôle dans la régulation de la masse corporelle.
Les conséquences phénotypiques de ces polymorphismes sont
encore inconnues. Leur présence à l’état homozygote ou com-
binée à d’autres polymorphismes non alléliques pourrait être
potentiellement délétère. Dans cet esprit, une étude récente
[21] a identifié grâce à une puce à ADN pan-génomique et à
partir d’une cohorte de 100 patients atteints d’un RM idiopa-
thique (avec un caryotype normal et après exclusion d’un re-
maniement subtélomérique), 274 de ces variations de nombre
de copies (VNC) d’une taille allant de 50 kb à 12 Mb dont 11

VNC considérées comme pathogènes car apparues de novo
chez 10 patients (10 %), 5 VNC incertaines en l’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 très robuste en terme d’iden-
tification d’aneusomies segmentaires (par exemple une dupli-
cation d’une taille inférieure à 1 Mb sera détectée par dix clo-
nes au lieu d’un seul diminuant le taux de faux positif). De
même les auteurs à partir de cette étude concluent que la part
des anomalies chromosomiques à l’origine du RM serait de
20 %, en considérant 5 % identifiés à l’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 déjà les microremanie-
ments hérités vont poser un sérieux problème dans l’état actuel
de nos connaissances quant à leurs implications diagnostiques.
Il sera nécessaire de faire la part entre un variant « neutre » ou
une anomalie délétère responsable du tableau clinique observé
chez l’enfant. La situation peut être d’interprétation plus aisée
lorsque l’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 garçons de la famille atteint du RM lié à l’aneu-
somie segmentaire de l’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 l’hypothèse d’un effet pathogène par un mécanisme
d’empreinte parentale (bien connue pour certaines régions
génomiques), d’une pénétrance incomplète déjà rapportée pour
certaines microduplications du chromosome 22 [25] ou de la
perte d’hétérozygotie pour un gène délétère 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/), l’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 à la compréhension
de ces variations génomiques de grande taille et de leur rôle
dans la pathologie constitutionnelle.

Outre l’aspect diagnostique, cette technologie a aussi contri-
bué à la caractérisation clinique et moléculaire de différents syn-
dromes associés à une microdélétion ou une microduplication
[9,26]. La définition d’une région critique de 5 Mb a été obtenue
en 18q22.3-18q23 pour l’atrésie congénitale des conduits audi-
tifs externes [27]. Quatre microremaniements récurrents de la
région 17p11-17p12 associés respectivement à la maladie de
Charcot-Marie-Tooth de type 1 A, la neuropathie par hypersen-
sibilité à 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 être élucidée [30].

L’hybridation génomique comparative en microréseaux a
servi de fil d’Ariane dans l’identification de gènes candidats
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de certaines pathologies. La mise en évidence d’une microdé-
létion en 8q12 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 à déterminer le gène CHD7
comme responsable de cette affection [31]. De même dans la
quête des gènes des retards mentaux non syndromiques liés au
chromosome X, le gène ZNF674 a été découvert grâce à la
mise en évidence d’une délétion de 1 Mb en Xp11 à l’aide
d’une puce constituée de BACs spécifiques de l’X [32].

La mise en évidence d’une mosaïque d’anomalie chromoso-
mique semble accessible à cette technologie comme cela vient
d’être démontré à 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 l’ef-
ficacité diagnostique de l’hybridation génomique comparative
sur microréseau d’ADN. Il existe toutefois des limites dans
cette efficacité mais elles doivent être relativisées si l’on consi-
dère 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 à une technique FISH sur métaphases à l’aide de
sondes spécifiques afin d’identifier une translocation, une in-
version ou une insertion, anomalies à risque quant à la récur-
rence d’un déséquilibre ultérieur dans la descendance du cou-
ple mais aussi de ses apparentés.

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

Une anomalie de la ploïdie (telle une triploïdie) n’est pas non
plus identifiable car les échantillons test et témoin contiennent la
même proportion de lot haploïde par quantité d’ADN hybridée.

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

6. Nouvel outil diagnostique en utilisation clinique

La technologie des puces à 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 à 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 à disposition des laboratoires de cytogénétique.
Il est fondamental de pouvoir connaître la constitution précise
de la puce s’agissant des cibles déposées. Ainsi la sélection des
clones BAC/PAC doit être 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 être connue pour bien appréhender la résolution
de la puce. Dans la logique d’une utilisation à titre diagnos-
tique, les cibles doivent correspondre aux régions dont le désé-
quilibre est responsable de pathologies. Chaque région cible
devrait être 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
mêmes raisons, chaque clone devrait être déposé en trois exem-
plaires et de façon aléatoire sur la puce. Actuellement, l’inter-
prétation des résultats doit être appréciée à l’aide d’une tech-
nique de marquage inverse entre l’ADN test et l’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 l’hybridation
génomique comparative en microréseau par une technique al-
ternative, FISH ou une technique moléculaire quantitative. En-
fin comme cela a été évoqué précédemment, l’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 à déposer sur
la puce. Cela s’appliquera tout particulièrement dans l’optique
avancée d’une utilisation en diagnostic prénatal [34].

7. Conclusion

L’activité médicale de diagnostic cytogénétique va bénéfi-
cier dans les années à venir d’un outil très performant pour
dépister les déséquilibres génomiques. Cette révolution techno-
logique doit être l’occasion de repenser l’approche diagnos-
tique des anomalies chromosomiques dans un contexte clinique
et biologique. Comment s’organisera, en pathologie constitu-
tionnelle, l’exploration cytogénétique des patients face à cette
nouvelle technologie ? Quelle sera la stratégie à proposer dans
le choix des techniques d’analyse chromosomique ? Le choix
s’orientera t-il vers l’utilisation d’emblée d’une puce à ADN ?
S’il est encore trop tôt pour répondre à cette nouvelle situation,
il ne faudra pas perdre de vue qu’au-delà de l’identification
d’un déséquilibre chromosomique, il existe un mécanisme
sous-jacent dont l’exploration pourra faire appel à d’autres ap-
proches qu’une puce, aussi sophistiquée soit-elle.
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Genotype–phenotype correlations to aid in the
prognosis of individuals with uncommon 20q13.33
subtelomere deletions: a collaborative study on
behalf of the ‘association des Cytogénéticiens
de langue Française’

Mylène Béri-Deixheimer1, Marie-José Gregoire1, Annick Toutain2, Karène Brochet1,
Sylvain Briault2, Jean-Luc Schaff3, Bruno Leheup4 and Philippe Jonveaux*,1

1Laboratoire de Génétique, EA 4002, CHU, Nancy-University, France; 2Service de Génétique, Hôpital Bretonneau,
Tours, France; 3Service de neurologie, CHU, Nancy-Univeristy, France; 4Service de médecine infantile et génétique
clinique, CHU, Nancy-Univeristy, France

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 Française’ 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
20q13.33 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 1.33Mb including 40 genes, with a 324 kb
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 SOX18
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 ARFGAP1 genes respectively.
European Journal of Human Genetics (2007) 15, 446–452. doi:10.1038/sj.ejhg.5201784; published online 7 February 2007
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Introduction
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.1

Although in some subtelomeric rearrangements, the

phenotype is well described, there are many cryptic
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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 Française’

(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

124.5 cm (þ0.3SD), weight 23 kg (–0.5SD) and head

circumference 48.8 cm (–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 1a). 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

a b

Figure 1 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
obtained from the parents of each child.
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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), 22q11 (DiGeorge

syndrome), 4p16 (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 451C, 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

a

b c

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 ARFGAP1 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.2 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,

RP11-325F17, RP5-885L7, RP11-305P22, RP11-402J8,

RP11261-N11, RP11-365O20, RP11-358D14, RP4-583P15,

RP5-824A14, RP11-465D20, RP6-1022E24 and RP11-

476I15. Patient 1 breakpoint mapped between clone

RP11-261N11 and RP11-365O20, 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, YTDF1, BIRC7, ARFGAP1,

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.3 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,

61.1M 61.2M 61.3M 61.4M 61.5M 61.6M 61.7M 61.8M 61.9M 62.1M 62.2M 62.3M62M
Cytogenetic Bands
20q13.33

RefSeq Genes
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Figure 3 Map of the 20q13.33 region showing the relative position of Ref Seq genes, BAC clones and genomic variants. BAC clones RP4-583P15,
AL118506.27, RP1-81F12 and AL137028 are present on Spectral Genomics microarrays. The position of the deletion breakpoint is indicated in patient
1 (P1bp) and patient 2 (P2bp). The drawing is based on the UCSC map, March 2006 release (http://genome.cse.ucsc.edu/), and the Database of
Genomic variants (http://projects.tcag.ca/variation/).
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Table 1 Clinical features of affected individuals with chromosome 20q terminal deletions. No clinical data are available for the two patients reported by
Ravnan et al4

Patient 1 Patient 2 Fraisse et al6 Roberts et al3 Ardalan et al5

Cytogenetic abnormality del(20)(q13.33) del(20)(q13.33) del(20)(q13) del(20)(q13.33) Del(20)(q13.33) and
dup(20)(p13)

CHRNA4 and ARFGAP1
genes

Not deleted deleted NT NT deleted

Age 7 year 4 year 3 month 9 year 7 year
Psychomotor and
behavioural development

Mild global delay with
phonological abnormalities
Walked 19 month

Severe global delay
Sat 21 mo
Walked 3y 3 month
Autistic behaviour

Major global delay with
severe hypotonia

Mild mental retardation
Walked 15 month
First words 3 year

Severe mental
retardation
Aggressive and self-
injurious behaviour

Head Microcephaly,
brachycephaly, prominent
metopic suture, temporal
narrowing

Trigonocephaly
Temporal narrowing

Prominent forehead Large forehead

Eyes Mild hypertelorism
Upslanting palpebral
fissures

Mild hypertelorism
Epicanthic folds

Slanting eyes
Epicanthic folds

Upslanting palpebral
fissures

Mild hypertelorism

Nose Anteverted nostrils Broad nasal bridge
Anteverted nostrils

bulbous Long prominent nose

Mouth Down-turned corners
Thin upper lip

Thin upper lip Long upper lip
Thick lower lip

Smooth short philtrum
Thin upper lip

Short upper lip

Ears Low set, malformed Dysplastic
Neurology Nystagmus One episode of

convulsion
Irregular sleep with
multiple nocturnal
wake-up

Generalized tonic seizures 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 cases4 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 girl5 carrying a

1.6Mb deletion of the terminal region of 20q deletion

with a 4.7Mb 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.6

The 1.33Mb deleted region identified in our patients

encompasses approximately 40 confirmed and predicted

genes including three with known phenotype: SOX18,

KCNQ2 and CHRNA4. Different mutations in the voltage-

gated potassium channel gene KCNQ2 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.7

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 a-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.8

The consequences of a decrease in the ADP-ribosylation

factor GTPase activating protein 1 gene (ARFGAP1) expres-

sion have not been characterized.9

A mouse model is provided by the Stz1 mutation, a

spontaneous 300 kb deletion on mouse chromosome 2 that

includes Kcnq2, Arfgap1 and Chrna4.10 Mice heterozygous

for the Stz1 mutation have increased susceptibility to

seizures similar to that seen in Kcnq2 null heterozygotes,

whereas Chrna4 null heterozygotes have not been reported

to be seizure-sensitive. Interestingly, the 20qter deletion

described by Ardalan et al5 included the genes KCNQ2,

ARFGAP1and 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.11 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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SHORT REPORT

Clinical phenotype of germline RUNX1
haploinsufficiency: from point mutations to large
genomic deletions

Mylène Béri-Dexheimer1, Véronique Latger-Cannard2, Christophe Philippe1,
Céline Bonnet1, Pascal Chambon1, Virginie Roth1, Marie-José Grégoire1, Pierre Bordigoni3,
Thomas Lecompte2, Bruno Leheup4 and Philippe Jonveaux*,1

1Laboratoire de Génétique, Centre Hospitalier Universitaire de Nancy Brabois, Nancy Université, EA4002, France;
2INSERM U734, Laboratoire d’Hématologie, Nancy Université, CHU Nancy, France; 3Service de Médecine Infantile 1,
CHU Nancy, France; 4Service de Médecine Infantile 3 et de Génétique Clinique, CHU Nancy, France

Germline RUNX1mutations 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 RUNX1 mutations: (1) an out-of-frame
8bp heterozygous deletion (c.442_449del) in an FPD/AML pedigree and (2) a de novo 3.5Mb deletion in
the 21q22.11.21q22.12 region encompassing the RUNX1 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 21q22 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: RUNX1; 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.1 Predisposition to develop myelodysplasia

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.2–7 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

21q22.11q22.12 in the diagnosis of unexplained mental

retardation/thrombocytopenia syndromes.
Received 4 December 2007; revised 6 March 2008; accepted 11 March

2008
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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 13.4 g per 100ml,

normal leucocyte count 5.67 109/l and decreased platelet

count 50 109/l. 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 mM) and a reduced and reversible response to collagen

(2 mg/ml) and arachidonic acid (1.39mM). ATP secretion

from dense granules in response to collagen (20 mg/ml) and

thrombin receptor agonist peptide (TRAP) was markedly

reduced respectively (peak ATP concentration proband:

0.8 mM ATP/healthy donor: 13 mM ATP; proband: 1.3 mM

ATP/healthy donor: 11.8mM ATP). Flow cytometry analysis

showed a reduced uptake and release of mepacrine, a

compound selectively taken up by dense granules,8,9

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 d-storage pool disease (d-SPD). Membrane

glycoprotein expression, GPIIb/IIIa (CD41a) and GMP140

(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 2.1 109/l and

a platelet count of 10 109/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 (120–150 109/l) and abnormal platelet

behaviour consistent with a d-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 RUNX1 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.2 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 RUNX1 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

a

TGAGAAATGCTACCGCAGCCATGAAGAACCAG

TGAGAAATGCTACCGCAGCCATGAAGAACCAG

TGAGAAATGCTCATGAAGAACCAGGTTGCAAG

RP11-422J22

21qtel (Vysis)

RP11-422J22

21qtel (Vysis)

b

Figure 1 (a) DNA sequence of the Case 1 patient (bottom) showing the 8bp deletion in exon 4 of RUNX1, and a control sequence (top). (b) FISH
analysis of the clone RP11-422J22 (34958334–35122861) showing only one green signal on metaphase chromosome 21. The red signal corresponds
to the control probe on 21qter (Vysis Inc.).

Germline RUNX1 haploinsufficiency
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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.10

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

57 109/l) with a normal platelet morphology. Platelet

studies revealed reduced and reversible response to ADP

(10 mM) and arachidonic acid (1.39mM). ATP secretion in

response to collagen (20 mg/ml) and TRAP was markedly

reduced (peak ATP concentration proband: 0.8 mM/healthy

donor: 10.1 mM; proband: 0.8mM/healthy donor: 10.4 mM).

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 d-SPD diagnosis. Membrane glycoprotein expres-

sion GPIba (CD42b) and GMP140 (CD62P) was normal

before and after TRAP stimulation. GPIIb/IIIa (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.11 This array contained 287 genomic

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

o0.8 and41.2 respectively. A deletion of a 21q22 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 karyotype is

written as: 46,XX.arr cgh 21q22.12(RUNX1)x1.ish del(21)

(q22.11q22.12)(RP11-165F7-,RP11-67E8-,RP11-79D9-,RP11-

357B7-,RP11-133J19-,RP11-415I16-,RP11-422J22-,RP11-451M12-,

RP11-118P22-,RP11-475I12-,RP11-73C15-). Maternal 21q22.12

FISH using the RP11-422J22 probe encompassing the

RUNX1 gene was normal. The father was not available for

investigation.

Discussion
Heterozygous germline mutation in the RUNX1 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 RUNX1

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 21q22 region have

previously been reported in patients with mental impair-

ment and multiple abnormalities,12–13 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.14 Only an
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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 rs10483024 (35362570) indicating a

3Mb 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

21q22.11q22.12. 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.15 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

synaptic vesicle recycling.16 The Down’s syndrome critical

region protein RCAN1 regulates long-term potentiation

and memory by inhibition of phosphatase signalling.17

CLIC6, a member of the intracellular chloride channel

family, interacts with dopamine D(2)-like receptors.18

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.

The 3 Mb deletion reported by Hoyer et al. (2007)

The present 3.3 Mb deletion

Figure 2 Map of the 21q22.11q22.12 region showing the relative position of Refseq genes and genomic variants. The grey line indicates the
extent of the 3Mb deletion reported by Hoyer et al,14 the black line indicates the extent of the 3.3Mb 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.
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6,8&:! "*8 )! &:8$6$"$6! H );,(4! 4! "$%4!" 4! LJDM 4! /NO= "P%':5'("5!" <,8

QRST &$*+8,%' )! IGR SQ//1/UVB R!&( %;, &!<!%4,%' <," ,=$*'(T !% 8,("$% 4!

);,="!%&! 4! "(@%,) 4! W*$8!"&!%&! "<5&(?E*! ,<87" :P=8(4,'($% "*8 )!" &:8$6$"$6!"

65',<:,"(E*!" 4! ), <,'(!%'!B R! <8$=)76! <$*88,(' ";!K<)(E*!8 4;*%! <,8' <,8 ),

4(X&*)'5 4! +("*,)(",'($% 4!" "(@%,*K 4! W*$8!"&!%&! 4! "$%4!" 4! ',())! 8!),'(+!6!%'

Y,(=)! !' 4;,*'8! <,8' <,8 )!" 4(X&*)'5" 8!%&$%'85!" )$8" 4! ), "P%':7"! 4! &!" "$%4!"

!' 4! )!*8 <*8(?&,'($%B

")1& $ 90-1 ;0-'(= 8<) /) >?-)  !"!# ='$&' &-')((0;%< %$( /$ '($-.@

/01$'&0- .<( /) 1#(0;0.0;) 3A $/0(. 8<B$<1<- >?-) 10--< -B).' 9=1(&' $<

%0&-' 9) 1$..<() .<( /) 1#(0;0.0;) 5 +



 !"! #$%&'()*+%),* -& ./,')0)*& 1+'&*%+.& -2 34',(,5,(& " %'+*5.,62$78

 !"#  !" # $%&'()*(+ ,'- ./0)1+ 2( *,++'3( +'3 4(+ 5 2%306%+ 2( 4, 13,)+4/*,10/)! 7)

3/'8( 9 +%&'()*( 2' *:3/;/+/;( <"= () >4(' 9 +%&'()*( 2' *:3/;/+/;( ?= () )/03 9

>,+(+ 0)+%3%(+= () 6(31 9 >,+(+ 2%4%1%(+ +'3 4( 2%306% ?!

 !" #$%&'()*+%),* -& ./,')0)*& 1+'&*%+.& -2 34',(,5,(&

" %'+*5.,62$

@, 3(*:(3*:( 2A') $BC 2(  !"!# D 4A%1,1 :%1%3/EF8/1( *:(E 4, .,10()1( (1 D

4A%1,1 :/;/EF8/1( *:(E 4A') 2( +(+ .,3()1+ , ./'3 >'1 2( 2%G)03 4A/3080)( .,3()1,4(

2' *:3/;/+/;( ? 13,)+4/&'%!

H0)+0= 4( +%&'()I,8( 2( 4A9#: 0$*,()62& 2( 4A(-/) <5 2( *( 8J)( ./'3 ;(113(

() %602()*( 4( ;:< '5==8>>?> +01'% 2,)+ *(1 (-/) 2/))( 4(+ 3%+'41,1+ +'06,)1+ 9

# HKB8 2( 4, .,10()1( 9 HLM

# HKB8 2( 4, ;J3( 9 HLM

# HKB8 2' .J3( 9 MLM

@, .,10()1( , 2/)* :%301% 2( 4A,44J4( ./31,)1 4( )'*4%/102( H 2( +, ;J3( (1 2( 4A,44J4(

./31,)1 4( )'*4%/102( M 2( +/) .J3(!

H.3J+ 3(13/13,)+*30.10/)= 4( +%&'()I,8( 2( 4A9#:3 2( 4, .,10()1( N,;/3*(+

2,)+ 4(+ (-/)+ <O (1 < P 3%6J4( 4, .3%+()*( 2( 4A,44J4( ;,1(3)(4 NHP ')0&'(;()1!

7) .,3,44J4(= 4( +%&'()I,8( 2( *( ;Q;( (-/) *:(E ') 1%;/0) :%1%3/EF8/1( ./'3

*( $BC= D .,3103 2AHKB8 (1 2AHKB* ,.3J+ 3%13/13,)+*30.10/) 2(+ HRB;= , 3%6%4%

4A(-.3(++0/) 2(+ 5 ,44J4(+!

S(*0 (+1 2/)* () T,6('3 2A')( ,>+()*( 2A(-.3(++0/) 2( 4AHRB; 2A') ,44J4( *:(E 4,

.,10()1( () 3,0+/) 2A')( ,>+()*( 2( 13,)+*30.10/) 2'( D 4A0)1(33'.10/) 2( 4, +%&'()*(

2(  !"!#! @A,44J4( .,1(3)(4 %1'20% 0*0 .,3 ') T3,8;()1 2( CSR *:(6,'*:,)1 4(

./0)1 2( *,++'3( N,;/3*(+ 2,)+ 4(+ (-/)+ <O (1 < P )( +A(-.30;( .,+ 2' T,01 2( 4,

13,)+4/*,10/) &'0 0)1(33/;.1  !"!# NG8'3(  !UP! @( *:3/;/+/;( 13,)+4/&'% (+1



  

!"#$%&'( )* +'#,-./0#&%/, &12 34 51$46*2 376258, (& 89-&/,%(

-9,8'/:%7;(

 !"# $% #&'!(!)!(% *  +!',-,"% $#&(',(..(.

 

ADNg

ADNc

 !"# /.0 1 2345%"67-%  % $+%8!" 9:  %  !"!# #!";%"7"; $% 2<= ')::>99?9 @%";!5'3

%" "!,'A B C7';,'  +DE<- %;  +DE<#  % $7 C7;,%";%.

DE<- F GHIJ DE<# F G @K'," 7";,L)%")A.

M"% N!,) $%) C!,";)  % #7))5'% )5' $%) : #&'!(!)!(%) C7';%"7,'%)  % $7 ;'7")$!#7L

;,!" C'3#,)3)J $+3;5 % $% &$'$()  %) '3-,!" *C9:.9 %; 9O4:*  7") 5" ,";%'P7$$%  % 9QK

 % C7'; %;  +75;'%  %) C!,";)  % #7))5'% 7 3;3 '37$,)3%  7") $+!KR%#;,N  +3;7K$,' F

9. 45%$) )!"; $%) -S"%) #7" , 7;) C!5' $7  T);!",% %" N!"#;,!"  % $%5') 7#;,!")

C&T),!$!-,45%) %;  % $%5' C'!U$  +%8C'%)),!"J

:. ), $+,";%''5C;,!"  % -S"%) #7" , 7;) %); B $+!',-,"%  %) ;'!5K$%) !K)%'P3) !5 ),

5" %V%;  % C!),;,!" )5'  %) -S"%) B C'!8,(,;3  5 C!,";  % #7))5'% C%5; W;'%

%"P,)7-3.

E7") 5" )%#!" ;%(C)J 5"% 3;5 % N!"#;,!""%$$%  % #%) -S"%) %); %"P,)7-3% 7U"  % $%)

'%$,%' 3P%";5%$$%(%"; 75 C&3"!;TC% C7;&!$!-,45%  % #%;;% %"N7";.

 ! "#$%& %& '( )*+,-. &./(%)(.# '& 0-,.# %& /(11$)& 1$)

'& /2)-3-1-3& 4

 ! !" #$%&'(%$)*+, -, .$ %/(+'0 1)"2

X!'(,)  !"!#J 75#5" -S"% "+7 3;3  3#',;  7") 5" ,";%'P7$$%  % 9QK  % C7'; %;

 +75;'%  5 C!,";  % #7))5'%.

Y7 #7';!-'7C&,%  % #%;;% '3-,!" %); '%C'3)%";3% 7P%# $%) -S"%) $%) C$5) C'!#&%)  %

C7'; %;  +75;'%  5 C!,";  % #7))5'%J $%5'  ,);7"#% C7' '7CC!'; B #%$5,L#,J $%) : DZ<

"!" #! 7";)  3#',;) C7' [D"-%$!", :\\]^ %; [_&!)& :\\0^ %; $%) )345%"#%) &75;%(%";

#!")%'P3%) "!" #! 7";%)  7") $7 '3-,!" C'!8,(7$% 75 C!,";  % #7))5'%J  7") 5"

,";%'P7$$%  +9QK @U-5'% /.9\A.
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 !"#  !"# $ %&'() *() +*,) +-./0() 1, +.2'3 1( /4)),-( 5-(/34'6*() -.,6()7 )(') 1(

3-4')/-2+32.' 2'128,9 +4- ,'( :&/0(;7 <=> '.' /.14'3) 19/-23) +4- ?<'6(*.'2 @##AB

5-(/34'6*() C(-3); (3 )98,('/() 04,3(D('3 /.')(-C9() ('3-( *E0.DD( (3 *4 ).,-2) 5('

-.,6( F )98,('/() 1( +*,) 1( GH#+I +-9)('34'3 +*,) 1( JJK 1E0.D.*.62(; (' G+"@!

 ! !7!7 8&/2&)/2& %9$. &:&# %& 0-1,#,-.

L() 1*;$&./&1 2($#&3&.# /-.1&)<*&1 2'3(-69'28,() 14') ,' 2'3(-C4**( 1(

"MI 1( +4-3 (3 1E4,3-( 1, +.2'3 1( /4)),-( ),- *( /0-.D.).D( G .'3 939 -(/0(-/09()!

N2 *( )(,2* 1E0.D.*.62( ()3 OP9 Q +*,) 1( JJK ),- +*,) 1( GH#+I ('3-( *E0.DD(

(3 *4 ).,-2) ?RC/04-('S. @## B7 +*,) 1( T# )98,('/() 04,3(D('3 /.')(-C9() ).'3

*./4*2)9() 14') *E2'3(-C4**( )9+4-4'3 *() 6&'() 1() @ -9/(+3(,-)  !"!# (3 @!

U4- /.'3-(7 4,/,'( )98,('/( 1( +*,) 1( "##+I +-9)('34'3 "##K 1E0.D.*.62(

('3-( *E0.DD( (3 *4 ).,-2) (3 +*,) 1( TJK 1E0.D.*.62( ('3-( *E0.DD( (3 *( +.,*(3

5/-23&-() 21('328,() Q /(,P 8,2 .'3 +(-D2) *E21('32O/432.' 1( )98,('/() -96,*43-2/()

),- *( /0-.D.).D( "V +4- ?=2WW.*2. @##VB; 'E()3 -9+(-3.-29( 14') *4 I4)( 1( 1.''9()

XY= I-.Z)(-

 

!

< *E2)),( 1( /(33( 4'4*[)( $% &$'$() (3 )4') 2'12/432.' 1E93,1() \.'/32.''(**()

4++.-34'3 *4 +-(,C( 1( *E(P2)3('/( 1( )98,('/() -96,*43-2/() 14') /(33( -962.'7 2* ()3

12]/2*( 1( )( +.)232.''(- 8,4'3 Q *(,- (P2)3('/( ., '.'!

LE(^(3 1( +.)232.' *29 Q /() )98,('/()7 1( +4- *(,- -4++-./0(D('3 4C(/ ,' 6&'(

+,3432\ )23,9 ),- *( /0-.D.).D( "V +.,--423 4C.2- ,' (^(3 ),- /(*,2_/2! U4- /.'3-(7

*() )98,('/() -96,*43-2/() )23,9() ),- *( /0-.D.).D( "V7 )( -(3-.,C4'3 Q +-.P2D239

1(  !"!*7 6&'( *./4*2)9 ),- *( 1(-"V ),23( Q *4 3-4')*./432.' +.,--42('3 -96,*(- ).'

(P+-())2.'!

L4 *./4*2)432.' 1() 6&'() ),- *() @ 19-2C9) 1( *4 3-4')*./432.' ()3 2'128,9( ),- *4

O6,-(  !""!

 

 !!" #$$%&'(')*+%',-&)-%,)'.



 !

"#$%&'() *+ ,($-./01$'&0- '23 45672%58+3 49837:- )' :;.'0-&)

.;-:(0<&9=)

  

RP11-1O5 (chr18)

3p12.3
der18

18q23

 73,5      73,6      73,7     73,8     73,9     74,0      74,1     74,2     74.3     74.4     74.5  78,8     78,7    78,6     78,5     78,4      78,3      78,2     78,1     78,0       77,9   77,8

         Mb

centromère 18 télomère 3p

der3 3p12.3

 79,7     79,6     79,5     79,4     79,3     79,2      79,1    79,0     78,9     78,8     78,7   74,6    74,7    74,8      74,9      75,0     75,1      75,2     75,3     75,4       75,5   75,6

         Mb

centromère 3 télomère 18

18q23

ROBO1 

exons 14-30

ROBO1 

exons 1-13

RP11-1029A24 (chr3)

SALL3

ATP9B

NFATC1

CTDP11

Point de cassure

ROBO2

 !"#  !"" # $%&'()%*+,+-.* /%) 01*%) "23 /% &,'+ %+ /4,5+'% /%) &.-*+ /% 6,))5'%

)5' 7%) 68'.9.).9%) +',*)7.:5() ;)%*) /% +',)6'-&+-.* -*/-:5( &,' 5*% <168%=

 !"!#

>4$-$/;.) :) />?@A< :)  !"!# ? 01*% 7% &75) &'.68% /5 &.-*+ /% 6,))5'%

)5' 7% /%'"@? &.5'',-+ ,&&.'+%' /%) ,'059%*+) &.5' ,&&5A%' .5 '(B5+%' 7, +81)% /45*

%C%+ /% &.)-+-.* D 6% *-E%,5!

F% 01*% %)+ 5* '(6%&+%5' 9%93',*,-'% /% 7, 9G9% B,9-77% :5%  !"!#! H7 %)+ -9I

&7-:5(? ,5 9G9% +-+'% :5%  !"!#? /,*) 7% 05-/,0% ,J.*,7!

>4-*+%''5&+-.* /% 6% 01*% )5-+% D 5*% +',*)7.6,+-.* %+ 7, 9-)% %* (E-/%*6% /% 95I

+,+-.*) B,5JI)%*) )(0'(0%,*+ ,E%6 7, 9,7,/-% .*+ &,' ,-77%5') 6.*/5-+ D 7% 9%++'% %*

6,5)% /,*) 7, )5'E%*5% /45* '%<5J E()-6.5'(+(',7 K>5 LMMNO!

PQ* /4(E,75%' 74%C%+ /% 7, +',*)7.6,+-.* )5' 74%J&'%))-.* /% 6% 01*%? *.5) ,E.*) E.575

/(+%'9-*%' )- 7% *-E%,5 /4%J&'%))-.* /4P$R9 /%  !"!$ 68%S 7, &,+-%*+% (+,-+ 9.I

/-Q( &,' ',&&.'+ D 5* +(9.-*!

2,78%5'%5)%9%*+? 7, :5,*+-Q6,+-.* &,' $TIUVF$ *4, &,) ,3.5+- ;,565*% ,9&7-Q6,I

+-.* *4, (+( /(6%7(% D &,'+-' /%) L 6.5&7%) /4,9.'6%) )(7%6+-.**()= +'1) &'.3,37%9%*+

%* ',-).* /% ).* B,-37% +,5J /4%J&'%))-.* /,*) 7% ),*0!

$"%&

>% 01*% 7% &75) &'.68% /5 &.-*+ /% 6,))5'% )5' 7% 68'.9.).9% W /,*) 7, '(0-.*

&'.J-9,7% %)+ %"&# ;%*SA9% 3',*68,*+% /5 07A6.01*%= ;2H2 XMN@WY=! H7 -*+%'E-%*+

/,*) 7, E.-% /% 3-.)A*+81)% /5 07A6.01*%! Z* /(Q6-+ %* [\]" %)+ '%)&.*),37% /% 7,

07A6.0(*.)% /% +A&%  ;2H2 LWL^MM= /% +',*)9-))-.* ,5+.).9-:5% '(6%))-E% %+ /% 7,

9,7,/-% D 6.'&) /% &.7A0756.),* ;2H2 LXW^NM= /% 74,/57+%!

]+,*+ )-+5( D &75) /% L?@23 /5 &.-*+ /% 6,))5'%? -7 %)+ &%5 &'.3,37% :5% ).* %JI

&'%))-.* ).-+ ,C%6+(% &,' 5* %C%+ /% &.)-+-.*? /% &75) 7%) 6.*)(:5%*6%) /45* /(Q6-+
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 ! "#$$!%&# '! ( &)% )*+ %,- !% "., ,/*!% #0%!$12% "3!4 .) &)(,! (! '! "!((! 2(*'!5

6.  7) '# " &)% 2(2 2(*',25

 ! !" #$%$& ' ()*+,-.)*/0 1)2)3)4*5 & 6 !"#"$%&'(7

8! -9 ! !%( , (!$$#:&* '* ;),( '! .) ($) %.#")(,# < ,. )&&)$)=( '# " "#::! .!

-9 ! ") ',')( .! &.*% &$#0)0.! &#*$ .) '>%(# ,! %> '$#:,/*!5

 ! !7!6 8& +9.&  !"!# :;<; =>7 4>?

8! -9 ! ) 2(2 , ,(,).!:! ( ".# 2 !( ")$)"(2$,%2 "3!4 .) ?$#%#&3,.! &)$ @A,'' BCCDE5

?!% %2/*! "!% 3#:#.#-*!% !( * ! !+&$!%%,# '7F?G" )*  ,1!)* '* "!$1!)* ;H().

"3!4 .73#::! # ( &)$ ),..!*$% 2(2 :,% ! 21,'! "!< "! /*, ) "# '*,( I .) '2"#*1!$(!

'!  !"!# "3!4 .73#::!5

6. !%( .#").,%2 %*$ .! 0$)% "#*$( '* "3$#:#%#:! J< ! J&BK5J !( "#*1$! BBLM<LNO0 PLC

DCC DJLQLD LKC MDM&0R PG8S6JN< :)$% KMMNR5

 ! !7!7 8&1 #)(.1/),#1 %&  !"!#

T*)($! ($) %"$,(% ',U2$! (% # ( 2(2 ,'! (,V2%< $2;2$! "2% ') % W!;X!/ !( )  #(2%

%*,(! )* &$#Y!( ZG8[?Z5 6.% "#:&#$(! ( '! KD I JB !+# %5 \) ($) %"$,&(,# %! ;),(

I &)$(,$ '* 0$, ) (,Q%! %5

] \! 1)$,) ( B  !"#$$%&'()*+ P($) %"$,( '! NCK^&0R "#'! .! &.*% -$) ' '!%

,%#;#$:!% P)R PBN^B )",'!% ):, 2%R

] \! 1)$,) ( K  !"#(**,*()%+ P($) %"$,( '! L^MC&0R "#'! .7,%#;#$:! 0 PBNBK

)",'!% ):, 2%R

] \! 1)$,) ( J  !"#$$(('-.'')(+ P($) %"$,( '! ^KKL&0R "#'! .7,%#;#$:! " PBNMN

)",'!% ):, 2%R

] \! 1)$,) ( _  !"#$$(('-.'-)(+ P($) %"$,( '! _DJD&0R "#'! .7,%#;#$:! ' PB^^B

)",'!% ):, 2%R5

8!% ($) "%$,(% ',U9$! ( &)$ .!*$ &$#:#(!*$ !( .) $2-,# ^7`aW5 \!*$ %,(! '7, ,Q

(,)(,# '! .) ($)'*"(,# !%( '# " ',U2$! (< "! /*, )0#*(,( I '!% ,%#;#$:!% &.*% "#*$(%

"#:&#$() ( * ! $2-,# GQ(!$:, ).! ',%(, "(! '! "!..! '! .7,%#;#$:! )5 \) $2-,# 

^7`aW '!% 1)$,) (% K< J !( _ "#:&#$(! ! #*($! * ")'$! '! .!"(*$! #*1!$( P*[WbR

'! ^^ )",'!% ):, 2%5 \!% ($) %"$,(% J !( _ &#%%9'! ( $!%&!"(,1!:! ( K !( J !+# %

, (!$ !% ',U2$! (% &)$ $)&&#$( )* B5

] 6.% &#%%9'! ( * !+# %*&&.2:! (),$! '! C&0 ! ($! .!% !+# % D !( C '* ($) %"$,(

B<

] .7!+# KJ '* ($) %"$,( B !%( ',U2$! ( &#*$ .! ($) %"$,( _<

] .7!+# KM '* ($) %"$,( B !%( )0%! ( '!% ($) %"$,(% J !( _5

8!% ',U2$! (% ($) %"$,(% %# ( $!&$2%! (2% %*$ .) V-*$! _5BK ",Q'!%%#*%5



 !

"#$%&'() *+ ,($-./01$'&0- '23 45672%5!+3 48!379- )' 9:.'0-&)

.:-9(0;&8<)

 !"#  !"# $ %&'()*&+,) -.  !"!# /0.12.34! 5.) .67() *7-'(,) )7(, &.8&9).(,9) 8'&

:.) &.*,'(;:.) &7).) 8:.+() 8&787&,+7((.:) < :' ,'+::.= :.) &9;+7() >?@%0 /< ;'A*B.4 .,

C?@%0 /< -&7+,.4 8'& -.) &.*,'(;:.) &7).) D+-.)= :.) +(,&7() 8'& :.) :+;(.) &7).)! 5.)

EF*B.) +(-+3A.(, :.) .67() D'&+'(, .(,&. :.) -+G9&.(,) ,&'()*&+,)! 27A&*. H I*.J+.K

/LMNO4!

*+*+!+3 ='(<1'<() 9) /$ %(0'>&-) ?@A@5

0PNP" .), A( &9*.8,.A& ,&'()Q.QR&'('+&. '88'&,.('(, < :' )A8.&1'Q+::. -.)

+QQA(7;:7RA:+(.) /O;4! O: .), 17&,.Q.(, *7().&D9 .(,&. :.) .)8F*.) /-&7)78B+:.=

(9Q',7-.) ., Q'QQ+1F&.)4 ., 8&9).(,. '+()+ 8:A) -. S>T -?B7Q7:7;+. .(,&. :. &',

., :?B7QQ. UV+-- "SSWX= UY'::.( "SSWX!

M.,,. 8&7,9+(. -. "W"Z[' .), *7(),+,A9. -. ">>" < "\>" '*+-.) 'Q+(9) ).:7( :.)

+)717&Q.) ., *7Q87&,. B -7Q'+(.) &;;<-0C/0D</&-). /O;[4 ., 3 -7Q'+(.) ED(0F

-)1'&-) 9) ':%) GGG /]LOOO4 .6,&'*.::A:'+&.)= A( -7Q'+(. '($-.;);D($-$&() .,

A(. &9;+7( 1:'0%/$.;&8<) -.  >^ '*+-.) 'Q+(9)!

5.) 9)<H %();&)(. 90;$&-). GC= :.) 8:A) *7().&D9)= )7(, (9*.))'+&.) < :'

/&$&.0- -. *. &9*.8,.A& < )7( :+;'(- =IG,! H :?'R).(*. -. :?A( 7A :?'A,&. -. *.)

-7Q'+(.) .(,&'_(. .( .G., A( -91'A, -. :+'+)7( -. 25O%# < )7( &9*.8,.A& ., ':,F&.

)7( '*,+D+,9 U5+A #``WX= QaQ. )+ :' :+'+)7( 8Bb)+3A. < 25O%# ). 1'+, 8'& :. R+'+) -A

-7Q'+(. O;" Uc7&:7, #``^X!

d'& '+::.A&)= :.) -7Q'+(.) GC '+()+ 3A. :.) -7Q'+(.) ED(0-)1'&-) +(,.&D+.((.(,

-'() :' /&$&.0- #0;0%#&/) -. *. &9*.8,.A&= )'() 3A. :?A( -?.A6 (. e7A. ,7A,.17+)

A( &f:. *&+,+3A. *7QQ. :. Q7(,&. :' 8.&,. ).A:.Q.(, 8'&,+.::. -. :+'+)7( .( *')

-?'R).(*. -?A( -. *.) -7Q'+(.) U5+A #``WX /g;A&.  !"C4!
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domaine SH3 des protéines srGAP (Slit-Robo Rho GTPase activating proteins) pour 
'lli8urer la transduction du tiignal [\Vong 2001] . 

1 
1 

• 

IgD3 

,,04 
Robol ~ 11105 

FIc. 4.13 - Structure du récepteur transmembranairc ROBOI ct interaction avec 
son ligand SLIT2. Le domaine IgDl est responsable de la liaison avec SLIT2. Les 4 
domaines conservés intracellulaires sont représentés par des rectangles bleus. D'après 
[:Vforlot 2007]. 

4.4.2 .4 Expression de ROBOI 

Le profil cr expression de FARNm de ROBOl chez l'homme, déterminé à partir 
de pucet-; d'expression, montre une expression ubiqllitaire aV8(: toutefoil-) une pré­

dominance au niveau du système nerveux central, surtout au niveau du cerveau 
fœtal [Su 2004]. 
Au niveau périphérique, l'expre,;sion est la plus forte est ret.rouvée dans les lympho­
blastes (constituant donc un bon modèle d 'Nude de cc point de vue) alors qu'elle 
est faible au niveau des autres cellules sanguines. Puis par ordre d'importance, on 
retrouve les lIluscles lisse,; avec les cardiomyocytes (figure 4.14). 
Le profil d 'expression chez l'animal, en particulier chez la souris, est identique. 
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