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PREAMBULE

La méthylation des cytosines et I'acétylation/désacétylation des histones constituent deux

modifications épigénétiques importantes du génome eucaryote. Elle sont, toutes les deux,
impliquées dans la répression transcriptionnelle. La découverte de la famille protéique MeCP
(Methyl-CpG-binding protein) et notamment de la protéine MeCP2, archétype de cette
famille, a permis d’établir un lien entre ces deux modifications épigénétiques. En effet, la
protéine MeCP2, une fois liée aux cytosines méthylées des dinucléotides 5'CpG3' réprime
indirectement la transcription par l'intermédiaire d’un complexe multiprotéique comprenant
en plus du co-répresseur Sin-3A, les histones désacétylases 1 et 2 (HDACI et 2). Les HDAC!
et 2, en désacétylant les histones du nucléosome entrainent la condensation de la chromatine.
Récemment, le géne MECP2 codant la protéine MeCP2 a été impliqué dans un retard mental
syndromique lié¢ au chromosome X : le syndrome de Rett. Le syndrome de Rett, pathologie
rare (1 fille sur 10 000 a 15 000) se caractérise par une période périnatale normale (jusqu’a 6-
18 mois) avant I’apparition des premiers symptdmes correspondant 4 une régression des
acquisitions psychomotrices.

Nous avons recherché les mutations dans Je gene MECP2 chez 255 patientes atteintes d'un
syndrome de Rett et chez 15 gargons retardés mentaux. Nous avons mis en évidence un
spectre mutationnel hétérogéne du géne MECP2 chez les patientes atteintes d'un syndrome de
Rett. En effet, en plus de mutations ponctuelles, le géne MECPZ2 peut étre remanié sur
plusieurs centaines de paires de bases. D'autre part, nous rapportons, pour la premiére fois

chez des filles, I'existence de mutations en mosaique somatigue.



[INTRODUCTION




A. Les retards mentaux

I. Définition

Le retard mental est défini par I’ Association Américaine de Psychiatrie (American Psychiatric
Assoctation, 1994) comme "un fonctionnement intellectuel général significativement inférieur
a la moyenne, qui s’accompagne de limitations manifestes du fonctionnement adaptatif dans
les secteurs d’aptitude, tels la communication, "apprentissage scolaire, la vie sociale, la
responsabilité individuelle, le travail, le loisir, la santé et la sécurité. Le tout doit survenir
avant I’dge de 18 ans". Le diagnostic du retard mental et sa sévérité sont évalués par la mesure
du niveau des performances intellectuelles grice a des tests psychométriques standardisés. Le
résuitat de ces tests est exprimé en quotient intellectuel (QI) chez 1’adulte et en quotient de
développement (QD) chez I’enfant. Cent est la moyenne générale du QI, et un écart de 15
correspond a4 une déviation standard {DS). Une personne est considérée comme atteinte d’un
retard mental a partir d’un QI inférieur a 70, ¢’est-a-dire a partir de -2 DS. On distingue les
retards mentaux légers qui sont définis par un QI entre 50 et 70 et qui affectent entre 2 & 3%
de la population, des retards mentaux sévéres caractérisés par un QI < 50 qui touchent 0,3%
des individus (Chelly 1999). La cause (souffrance feetale, embryopathie infectieuse, syndrome
malformatif, aberration chromosomique) est identifiée dans la moitié des retards mentaux

Iégers et dans trois-quart des retards mentaux séveres (Chelly 2000).

II1. Les retard mentaux liés au chromosome X (RMLX)

1. Définitions

Diverses études ¢épidémiologiques ont montré que la fréquence des retards mentaux
inexpliqués est plus élevée chez les garcons avec un sex-ratio variant de 1,3 a 1,9 selon les
séries (Lehrke 1972), Ce phénoméne est actuellement interprété comme étant di a des
mutations récessives touchant des geénes localisés sur le chromosome X dont Peffet est plus

apparent chez les gargons du fait de leur hémizygotie. Herbst et Miller (Herbst et al. 1980) ont



estimé la fréquence des RMLX a 1,8 pour 1000 naissances masculines, soit environ 16% de
I'ensemble des retards mentaux (Chiurazzi et al. 2001). Bien que les retards mentaux liés au
chromosome X représentent un ensemble de maladies trés hétérogéne, on peut les répartir en
deux grands groupes :

-Les retards mentaux spécifiques ou syndromiques (RIMXS) qui associent un retard mental
a des anomalies neurologiques, morphologiques, viscérales, radiologiques ou biochimiques
caractéristiques. Ces retards mentaux syndromiques peuvent étre subdivisés arbifrairement en
quatre classes :1) les retards mentaux associés a des anomalies congénitales (syndrome de 1'X
fragile impliqué dans 15 & 20% des RMLX, par exemple), 2) les maladies dans lesquelles le
symptéme majeur peut étre 'atteinte cérébrale et/ou musculaire (myopathie de Duchenne), 3}
les retards mentaux dus a des anomalies du métabolisme (déficit en ornithine
transcarbamylase), et 4) les syndromes supposés dominants 1étaux chez les hémizygotes et
affectant les filles (syndrome d'Aicardi).

-Les retards mentaux non spécifiques (RMX) définis par un retard mental non progressif

isolé sans autre anomalie clinique.
2. Données génétiques des RMLX

Dans une compilation récente de la littérature, Chiurazzi (Chiurazzi et al. 2001) a répertorié
quelques 202 retards mentaux liés au chromosome X dont 136 retards mentaux syndromiques
et 66 retards mentaux non spécifiques. L’identification des génes impliqués dans les RMXS
est facilitée par les caractéristiques cliniques, radiologiques ou biochimiques spécifiques des
patients qui permettent de regrouper plusieurs familles et de définir ainsi des intervalles
génétiques réduits par des analyses de liaisons génétiques. Sur les 136 RMXS potentiels
dénombrés, 26 génes responsables sont aujourd’hui identifiés (ﬁgulje 1), 58 autres locus sont
cartographiés. Dans le cas des RMX, les résultats des études de liaisons génétigues ne peuvent
étre additionnés. Ainsi, un intervalle génétique, le plus souvent de grande taille, est défini
pour chacune des 66 familles présentant un RMX. Les 66 intervalles de liaison délimités sont
partiellement chevauchants, ils peuvent tre regroupés en 10-12 régions non chevauchantes
(Chiurazzi et al. 2001 ; Chelly 1999). Ces données préliminaires indiquent qu’il existe au
minimum 10 & 12 génes différents impliqués dans les RMX dont 8 ont été identifiés

actuellement (figure 1)(Castellvi-Bel et al. 2001).
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Figure 1 : Cartographie des génes de RMLX

A gauche de l'idéogramime du chromosome X (bandes G) sont indiqués les 26 génes clonés des
RMSX. A droite, les 8 génes des RMX.

3. Mécanismes physiopathologiques impliqués dans les RMLX

Etant donné I’extréme cémplexité de 'ontogenése et du fonctionnement du systéme nerveux
central, la diversité des génes potentiellement impliqués dans les retards mentaux n’est pas
une surprise, et dans I'immense majorité des cas, on est loin de comprendre le lien entre la
présence d’un géne défectueux et la déficience cognitive observée. Cependant, on distingue
deux grands types de mécanismes physiopathologiques selon le type de retard mental. II
semble, en effet, que dans les retards mentaux syndromiques, les génes mis en cause ont le
plus souvent de nombreux effets pléiotropes sur des mécanismes généraux, comme la
régulation de la transcription, pouvant ainsi expliquer la présence de nombreux signes
extraneurologiques. Par exemple, la protéine XH2 ou XNP (ADN-hélicase et ATPase ADN
dépendante) est un facteur de transcription qui régule I’expression de plusieurs génes par
modification de la conformation chromatinienne et qui est responsable, lorsqu’elle est
défectueuse, du syndrome ATR-X (Alpha-thalassémie avec retard mental 1i¢ au chromosome

X) (Gibbons et al. 1995 ; Cardoso et al. 1998) (tableau I). A I’inverse, Jes produits des génes



récemment impliqués dans les retards mentaux non spécifiques sont associés a des processus
cellulaires ciblant a priori essentiellement la morphogenése et la plasticité neuronale. Ces
processus incluent I’organisation du cytosquelette (thoGAP, PAK3, ARHGEF6, TMSF4), le
recyclage des vésicules synaptiques (GDI1) ou la régulation de la synthése d’un messager
secondaire impliqué dans la plasticité synaptique ou neuronale (ILIRAPL) (Chelly 2000)
(tableau II).



Tableau 1 : Les principaux RMXS pour lesquels les génes responsables sont identifiés

(d’aprés Chelly 2000).
rSyndrome Signes cardinaux Géne Fonction protéique Pathogénie
Aarskog- o Rho-GEF (régle
hypertélorisme, .
Scott b . cdc42) active la troubles de la
- rachydactylie, scrotum FGDI ; . )
dysplasie en chile. petite taille voie Ras- crotssance cellulaire
faciogénitale P MAPkinase ]
ADN hélicase,
a-thalassémie, facteur de éoulation d
ATR-X hypogénitalisme XH2 ou XNP transcription CI; gél ation de
modifie la structure | D CUX BENES
chromatinienne
hypertélorisme, faciés activateur des
Coffin- yper ’ voie RAS- facteurs de
grossier, phalanges en RSK-2 . o
Lowry b : . MAPkinase transcription c-fos,
aguettes, petite taille c-jun
fente labio-palatine, . )
hypertélorisme doigt de zinc, troubles de fusion
Opitz G vpet . MID-1 régulateur . .
anomalies génito- ] S de fa ligne médiane
. transcriptionnel ?
urinaires
X fragile facies alloneé. erandes protéine se liant aux anomalies de
& . £, grande: FMRI ARNm, impliquée | structure des épines
(FRAXA) | oreilles, macro-orchidie ...
dans leur transport dendritiques ?
hypoplasie du Corps
calleux, Retard mental, molécule troubles de 1
CRASH Adduction des pouces, LICAM g U Dles defa
.- . d’adhérence migration
paraplégie Spastique,
Hydrocéphalie
hétérotopies laminaires liaison au trouble de la
X-LIS/HLSC | .. opies famit > | Doublecortine migration des
lissencéphalie, épilepsie cytosquelette
neurones
Lowe, . ‘. . troubles de la
svndrome cataracte, hypotonie transport vésiculaire migration
y sévére, rachitisme dans le Golgi,
oculo- .. .- OCRL-1 neuronale, et de la
., vitamino résistant, assemblage du e o
cérébro- tubulopathie cytosquelette différenciation
rénal P 4 épithéliale
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Tableau II : Les génes des RMX (d’aprés Chelly 2000 ; Chiurazzi et al. 2001 ; Fukami et al.

2000).

Géne ! Fonction protéique | Pathogénie j
VCX-4 inconnue inconnue
protéine homologue
des protéines plasticité
ILIRAPL accessoires des synaptique
récepteurs de I'TL-1 :
p:lztmm;i:f organisation du
TM4SF2 transmembranaires, CS?OS;;L?ESS’
forme un complexe | . &n .
o intracellulaire
avec les intégrines B
activateur des Rho- | organisation du
GTPases Rho-GAP |  cytosquelette,
OPHN-1 (GTPase activating | signalisation
protein) intracellulaire
effecteur des Rho- | organisation du
GTPases kinase cytosquelette,
PAKS3 (p21-activated signalisation
protein) intracellulaire
protéine Rho GEF, o
. organisation du
activateur des cviosauelette
ARHGEF&6 protéines Rho en s); negisa tionj
échangeant le GDP | . £ .
li¢ par du GTP intracellulaire
FMR?2 factetfr c.le inconnue
transcription _
régulateur des transport
Rab3-GTPase (Rab vésiculaire,
RabGDI GDP-dissociation croissance
inhibitor) neuritique |
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B. Le syndrome de Rett

I. Historique et clinique

1. Historique

C’est en 1966 qu’Andréas Rett, neuropédiatre autrichien de I’université de Vienne, décrivit
pour la premiére fois en langue allemande un syndrome caractérisé par une atrophie cérébrale
et une hyperammoniémie (Rett, 1966). Une traduction anglaise de cette publication dans le
"Handbook of Clinical Neurology" en 1977 n’empécha pas que ce syndrome reste longtemps
méconnu voire méme oublié, avant d’étre de nouveau découvert dans différents pays (Suéde,
Portugal, Japon, France..) au cours des années 70-80. En 1983, Hagherg publie en
collaboration avec Aicardi, Dias ef Ramos, une série de 35 patientes atteintes du syndrome dit
"syndrome de Rett"”, car toutes présentent des caractéristiques initialement décrites par le

neuropédiatre autrichien (Hagberg et al. 1983).
2. Clinique

Ce syndrome défini comme le résultat d’un trouble global du développement cérébral, est
caractérisé par un développement initial normal sutvi d’une perte progressive des fonctions
intellectuelles et des différentes acquisitions motrices ; cette perte est accompagnée d’une
diminution du périmétre cranien, du développement de mouvements stéréotypés des mains et

d’une apraxie de la marche.
2.1. Les critéres de diagnostic

Jusqu’en octobre 1999, aucun marqueur biologique n’était disponible, de sorte que le
diagnostic restait purement clinique. Des critéres précis ont été établis initialement lors de la
Heme Conférence Internationale sur le Syndrome de Rett de 1984 (Hagberg et al. 1985), puis
ceux-ci ont été modifiés et complétés en 1988 lors de la Véme Conférence Internationale sur
le syndrome de Rett (Trevathen et al.1988).

Ainsi le syndrome de Rett est défini selon 9 critéres nécessaires (tableau III), 8 criteres

[
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d’appoeint (tableau IV) et 7 critéres d’exclusion qui permettent d’éliminer les maladies
m¢étaboliques, les maladies progressives de surcharge, avec notamment atteinte de la rétine et

les maladies & début anténatal ou périnatal (tableau V) (Echenne et al. 1989).

Tableau III : Syndrome de Rett : les critéres nécessaires

-Période prénatale et périnatale normale

-Développement psychomoteur normal dans les 6 premiers mois de vie

-Périmétre crinien normal a la naissance

-Ralentissement de la vitesse de croissance du périmeétre crdmen entre 5 mois ¢t 4 ans

-Pertes de praxies manuelles entre 6 et 30 mois, temporairement associées a des troubles de la
communication et des conduites sociales

-Troubles graves du développement du langage, dans son versant réceptif, comme dans son
aspect expressif, avec retard psychomoteur séveére

-Mouvements stéréotypés et trés polymorphes des mains, apparaissant une fois I'apraxie
manuelle installée

-Apraxie et ataxie du tronc et de la marche apparues entre 1 et 4 ans

-Hésitations diagnostiques entre 2 et 5 ans

Tableau I'V : Syndrome de Rett : les critéres d’appoint

-Troubles respiratoires :

apnées périodiques au cours de la veille,
hyperventilation intermittente,

expulsion forcée d’air et de salive.

-Anomalies électroencéphalographiques :
ralentissement de ’activité de fond a la veille,
ondes lentes intermittentes rythmiques (3-5 Hz),
décharges épileptiques, avec ou sans crise clinique.
-Epilepsie

-Spasticité, associée souvent a une amyotrophie et a des dystonies
-Troubles vasomoteurs périphériques

-Scoliose

-Retard statural

-Hypotrophie des pieds

J
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Tableau V : Syndrome de Rett : les critéres d’exclusion

-Présence d’un retard de croissance intra-utérin

-Hypertrophie d’organe ou signe de surcharge viscérale

-Rétinopathie ou atrophie optique

-Microcéphalie & la naissance

-Signes de souffrance cérébrale néonatale

-Maladie métabolique ou autre affection neurologique progressive identifiable
-Troubles neurologiques acquis d’origine infectieuse ou traumatique

2.2. . ’histoire naturelle

Le syndrome de Rett évolue selon une séquence de 4 stades cliniques définis par Hagberg et
Witt-Engerstrom (Hagberg et al. 1986), qui apparaissent aprés un intervalle libre normal de
6 a 18 mois (tableau VI).

Le syndrome de Rett débute par une phase de stagnation (Stade I) détectable par un
ralentissement de nouvelles acquisitions et la manifestation de traits autistiques.

Au cours du Stade II, est notée une régression rapide des fonctions cognitives et motrices,
la marche devient apraxique avec une ataxie du tronc, se développent des comportements peu
usuels, telles les stéréotypies manuelles ou oro-manuelles orientées selon la ligne médiane du
corps devant la poitrine. Ces stéréotypies se manifestent par des frottements, des claquements,
des battements et des mouvements répétitifs de flexion/extension des doigts sur la paume.

Suit une phase pseudo-stationnaire (Stade III), au cours de laquelle on peut noter une
atténuation des traits autistiques et une amélioration du contact principalement visuel de
I'enfant avec son environnement malgré 1’absence de développement du langage. I.’enfant est
capable de quelques acquisitions. Des acces d’angoisse et de tachypnée sont fréquents,
entrecoupés de périodes d’apnée toujours diurnes. Des crises d’¢pilepsie de tous types
apparaissent dans 94% des cas (Steffenburg et al. 2001).

La maladie atteint un plateau, voire diminue au stade IV dans la plupart des cas en ce qui
concerne les crises convulsives et les irrégularités respiratoires. Le Stade IV correspond & une
phase de détérioration motrice pouvant entrainer ume perte compléte de ["autonomie
motrice. Il n’y a pas d’aggravation du retard mental. La scoliose se développe chez au moins
la moitié des sujets. Plus tard, le tableau neurologique peut évoquer un syndrome
parkinsonien. La croissance staturo-pondérale est ralentie, la puberté survient a I’dge normal.

Tableau VI : Syndrome de Rett : les quatre stades évolutifs
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L. Phase de stagnation

Début : 6 4 18 mois

-Stagnation des performances motrices,
-Diminution de I'intérét pour les jeux,
-Hypotonie,

-Ralentissement de la croissance céphalique.
Durée : plusieurs mois.

I1. Phase de régression rapide

Début:12a3 ans
-Régression rapide du comportement,
-Perte de I"usage des mains,
-Crises convulsives,
-Stéréotypies manuelles,
-Manifestations autistiques,
-Troubles ventilatoires,
-Perte du langage,
-Motricité maladroite,
-Insomnie,
-Automutilations.

Durée : quelques semaines 3 quelques mois.
I11. Phase de stabilisation apparente

Début : 2 4 10 ans
-Retard mental sévére,
-Régression des traits autistiques,
-Amélioration du contact,

-Crises convulsives,

-Stéréotypies manuelles caractéristiques,
-Ataxie-apraxie et spasticité,
-Dysfonctionnement respiratoire,

-Perte de poids avec conservation de I”appétit,
| -Bruxisme.
I_I)urée : quelques mois a des années.

IV. Phase de détérioration motrice tardive

| Début : aprés 10 ans

-Perte de la motricité,

-Scoliose, atrophie musculaire, hypertonie,
-Syndromes pyramidal et extra-pyramidal marqués,
-Retard de croissance,

-Absence de langage,

-Amélioration du contact visuel,

-Epilepsie moins sévere,

-Troubles trophiques des extrémités (pieds).

Durée : plusieurs années.
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La durée de vie des patientes peut varier entre 2 ans et 1’dge adulte. La survie est réduite de
75% a I’age de 35 ans par rapport a la population générale (Ellaway et al. 1999). Un tiers des
déces se produit au cours des 20 premiéres années de vie, principalement pendant le sommeil,
sans relation apparente avec les crises convulsives, la cause du décés reste inexpliquée. Un
dysfonctionnement cardiaque correspondant a une bradycardie avec intervalle QT corrigé

long pourrait étre & I’origine de ces morts subites (Guideri et al. 1999).

2.3. Les variants

Toute petite fille présentant tous les critéres nécessaires et ancun des critéres d’exclusion,
avece ou sans criteres d’appoint est atteinte d’un syndrome de Rett dit classique ou typique.
[.’absence d’un seul critére nécessaire, méme en présence de tous les critéres d’appoint, exclut
le diagnostic.

Toutefois, avec le recul et Pexpérience, il est clairement apparu que certaines petites filles
présentaient des symptdmes du syndrome de Rett dont PPapparition et/ou la sévérité ne
correspondaient pas tout a fait & celles établies initialement. Entre 1993-1995, Hagberg et al.
(Hagberg et al. 1994) définirent 5 variants possibles du syndrome de Rett permettant ainsi de
circonscrire la symptomatologie exirémement variable de cette pathologie.

Le premier variant défini comme la forme atypique du syndrome de Rett, correspond 4 un
phénotype assez voisin de la forme classique, cependant il est dominé par des crises
convulsives sévéres et précoces et la maladie débute avant les 6 premiers mois de vie de
I’enfant,

Le deuxiéme variant appelé forme congénitale ou précoce doit son nom a une absence
d'intervalle libre avant I'apparition de Ia phase de régression.

A Popposé, le troisiéme variant correspond a des patientes dont la phase de régression est plus
tardive.

Le quatrieme variant étiqueté forme frustre présente les 4 stades évolutifs aux mémes
périodes de la vie mais avec une sévérité moins marquée. Ainsi, I’usage des mains par
exemple est préservé et les stéréotypies sont minimes.

Enfin, le cinqui¢me variant défini par Hagberg correspond a des patientes ayant conservé le
langage.

Il aura fallu quasiment 30 ans, depuis fa description princeps d’Andréas Rett en 1966, jusqu’a
la définition de variants en 1995 par Hagberg, en passant par l'établissement de critéres

internationaux de diagnostic stricts pour définir cliniquement le syndrome de Rett.
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Cette maladie est reconnue maladie pan-éthnique avec une prévalence exclusivement

féminine de 1 fillette sur 10000-15000 naissances.

II. Etiologie du syndrome de Rett

1. Syndrome de Rett, maladie génétique

1.1. Quelques cas familiaux

L’éticlogie du syndrome de Rett est restée jusqu’a récemment (octobre 1999) inconnue, mais
"hypothése d’une origine génétique est apparue assez rapidement comme hautement probable
et a fait ’objet de nombreuses discussions.

Bien que la majorit¢ des cas, c’est-a-dire plus de 99%, soit sporadique, la description de
premiers cas familiaux (Murphy et al. 1986), de jumeaux monozygotes concordants
(Tariverdian et al. 1987 ; Partington 1988), de gémellité discordante (Migeon et al. 1995) et
d’un cas de transmission d’une mere atteinte a sa fille (Witt-Engerstrom et al. 1992) plaida

des 1986 en faveur d’une origine génétique.

1.2. Les anomalies cytogénétiques associées au syndrome de Rett

Une dizaine d’anomalies cytogénétiques associées a une forme plus ou moins typique de
syndrome de Rett a été décrite dans la littérature. Quelques unes de ces anomalies référées
dans le tableau VII, impliquent des autosomes différents ne permettant donc pas de cibler un
chromosome en particulier. Deux translocations entre un chromosome X et un autosome
associées au syndrome de Retit ont €té par ailleurs rapportées : t(X;3)(p21.3;q13.31) (Zoghbi
et al. 1990-a), et t((X;22)(p11.2;p11) (Journel et al. 1990).
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Tableau VII : Quelques anomalies cytogénétiques décrites associées & un syndrome de Rett

de novo familiale
constitutionnelle mosaique constitutionnelle
délétions del(3)(p25.1p25.2) del(18)(q22.3) | del(18)(q21.1q22.3)
Wahlstrom et al. 1999 | Gordon et al. 1993 | Gustavsson et al. 1999
dup(6){pl1.2)
duplications Wahlstrém et al. 1986
p dup(11)(q23.3)
Delobel et al. 1998
. t(X;3)(p21.3;q13.31) t(X;22)(p11.2;p11)
transtocations (Zoghbi et al. 1990-a) (Journel et al. 1990)

Plusieurs sites chromosomiques fragiles ont été mis en évidence sur certains chromosomes
humains. Ces sttes correspondent a des cassures des chromosomes visualisables dans des
conditions particuliéres de culture {concentrations fatbles en acide folique et en thymine, ou
culture en présence de méthotrexate ou de fluorodésoxyuridine). Les bases moléculaires et [a
signification de ces sites restent une énigme. On pense qu’ils représenteraient une
visualisation cytogénétique d’une activité génique (Austin et al. 1992 ; Hecht et al. 1991).
Ainsi, une tendance a la cassure chromosomique chez les patientes atteintes du syndrome de
Rett constituerait d’une part un critére de diagnostic biologique et d’autre part une piste en
faveur de Donigine génétique de la maladie. Plusieurs recherches de ces sites ont été
effectuées. Certaines ont mis en évidence une relation entre le syndrome de Rett et le site
fragile en Xp22 (Wahlstrém 1985, 1986, 1990 ; Gillberg et al. 1984, 1985). Cependant,
d’autres études (Moore et al. 1986 ; Romeo et al. 1986) ont contredit ’existence de cette
relation. Une derniére étude en 1994 (Telvi et al. 1994) a recherché tous les sites potentiels de
cassure et a montré que I'ensemble des chromosomes des patientes était plus fragile par
rapport & ceux d’une population témoin. Les auteurs concluent quant a la potentialité d’un
facteur génétique qui fragiliserait les chromosomes des patientes atteintes du syndrome de

Rett.



1.3. Quel mode de transmission ?

Avant la découverte du géne coupable, si I’origine génétique semblait quasiment acquise, le
mode de transmission de la maladie ne paraissait pas aussi évident. Plusieurs modeles ont été
proposés. Beaucoup sont basés sur un mode de transmission dominant. De plus, les modéles
différent sur I'origine paternelle ou maternelle de la mutation, ainsi que sur le mode de

transmission autosomique et/ou gonosomique voire mitochondrial.

1.3.1. Mise en évidence de mutations au sein de I’ ADN mitochondrial

A partir de 1989, plusieurs équipes ont mis en évidence, chez certaines patientes présentant un
syndrome de Rett, des mitochondries déficientes aussi bien au niveau de leur structure que de
leur fonction (Ruch et al. 1989 ; Dotti et al. 1993). Plusieurs recherches de mutations dans le
génome mitochondrial ont révélé Pexistence de différentes mutations par substitution de
bases. Alors que la transition T10463C localisée dans la région codant I’ARN de transfert de
I’arginine (ARNt"® ) n’a été retrouvée qu’une seule fois (Lewis et al. 1995, 1998), deux
autres mutations putatives ont été retrouvées de fagcon récurrente et localisées dans la méme
région 2650-3000 codant ’ARN 16S. Ainsi la mutation A2706G a été retrouvée chez 14
patientes et chez 12 de leur mére, et la mutation C2835T 6 fois et chez 5 des méres (Tang et
al. 1997). Toutefois, deux ¢tudes plus récentes, une en Italie (Cardaioli et al. 1999), et une en
Espagne (Armstrong et al. 2000) n’ont pas retrouvé la mutation C2835T ni aucune autre sur

une cohorte de 53 patientes atteintes d'un syndrome de Rett.

1.3.2. Recherche d’expansion de triplets

Au début des années 90, un nouveau type de mutations a ét¢ mis en évidence dans la maladie
de I’X-fragile (Oberlé et al. 1991 ; Verkerk et al. 1991), puis a été retrouvé dans une quinzaine
de maladies. Ces nouvelles mutations qualifiées de mutations instables correspondent a une
expansion de triplets nucléotidiques localisée soit dans les régions 5° ou 3” non traduites des
geénes, soit dans la région codante, soit dans un intron (tableau VIII). L’effet des ces
amplifications de triplets sur I’expression des génes est variable. Elles peuvent entrainer une
inactivation du géne. C’est le cas du gene FMRI, responsable du syndrome de I’X-fragile, qu

dans les cas de mutations complétes (3 partir de 200-230 CGG) est inactivé du fait de la



méthylation des triplets localisés dans la région 5° du géne. A I'inverse, ces expansions
peuvent créer un gain de fonction, comme pour la maladie de Huntington dans laquelle
P’amplification de CAG confére & la protéine un effet toxique de part la présence d'une
polyglutamine. Il existe des maladies qui sont dues non pas a des répétitions de triplets mais
de pentanucléotides dans le cas de I'ataxie spino-cérébelleuse de type 10 (Matsuura et al.

2000} ou de dodécanucléotides pour I’épilepsie myoclonique progressive (Lalioti et al. 1997).

Tableau VIII : Quelques syndromes dus a des mutations instables

Maladie MOdEf d-e Locus Gene Trinucléotide | Localisation
transmission N
. dominant Xq27.3 exon en 5’ non
X fragile lieal’X | (FRAXA) | TMRI CGG raduit
Chorée de dominant . .
Huntington | autosomique 4p16.3 IT15 (HD) CAG région codante
| Dystrophle dommafnt 199133 DMPK CTG exon en 3. Anon
‘myotontque | autosomique tradwit
| Ataxie de récessif 9q13 X25 | GAA intron 1
| Friedreich autosomique | : | )

Pour ces mutations instables, le nombre de répétitions présente la particularité d’augmenter au
cours des générations successives, aggravant ainsi les risques de développer la maladie, la
sévérité et la précocité des manifestations chiniques (phénomeéne d’anticipation).

Des expansions de triplets ont été recherchées dans des cas familiaux de syndrome de Rett
présentant une aggravation du phénotype au cours des générations pouvant faire penser au
phénoméne d’anticipation avec des individus prémutés atteints de formes frustres. Clest
I’équipe de Uta Francke qui réalisa cette analyse en 1997 en recherchant de maniére
systématique dans tout le génome, les répétitions de dix triplets possibles par la technique de
RED (repeat expansion detection) et exclut le réle d’une expansion importante de triplets dans

la pathogenese du syndrome de Rett (Hofferbert et al. 1997).

1.3.3. Hypothese d’une transmission dominante liée au chromosome X

d’origine maternelle

Le syndrome de Rett est une affection touchant quasi exclusivement les filles. L hypothése

d’une transmission dominante liée au chromosome X d’origine maternelle a été émise afin



d’expliciter Patteinte exclusive des filles par un effet 1étal chez les gar¢ons. Ce mode de
transmisston expliquerait la majorité des cas sporadiques par une néomutation, et les quelques
cas familiaux par ’occurrence nécessaire de deux événements : la mutation, et une
inactivation préférenticlle du chromosome X muté ou un mosaicisme germinal permettant
d’expliquer 1’absence de phénotype chez la mére vectrice et donc la transmission de la
maladie.

Toutefois, I’absence de biais dans le sex-ratio en faveur des filles que ce soit dans les fratries
des cas sporadiques (Killian 1986), ou au cours des générations dans les cas familiaux

(Wahlstrom et al. 1986) va a [’encontre de ce modéle.

1.3.4. Hypothése d’une transmission dominante liée au chromosome X

d’origine paternelle

Afin de pallier le probléme dii & ’absence de biais dans le sex-ratio, Thomas a proposé en
1996 un modele de transmission dominante liée au chromosome X de néomutations d’origine
paternelle. Il s’est appuyé sur les exemples de plusieurs maladies dont [’origine de la mutation
est paternelle (syndrome d’Apert, déficience en ornithine transcarbamylase, achondroplasie).
Ce modele expliquerait I’atteinte exclusive des filles car le pére transmet son chromosome X a
ses filles uniquement. Toutefois, la fréquence des néomutations ponctuelles semble augmenter
avec 1’age chez les hommes et aucune élévation de I’Age de la procréation n’a été constatée

chez les péres des petites filles atteintes d'un syndrome de Rett.

1.3.5. Hypothése d'une maladie digénique impliquant un focus

autosomique et un locus porté par le chromosome X

Pour ce modele, Biihler (Biihler et al. 1990, 1999) s’est inspiré du modéle d’interférence
métabolique non allélique décrit par Johnson au début des années 80 (Johnson, 1980). A partir
de quatre observations sur le syndrome de Rett : i) consanguinité plus fréquente chez les
parents de patientes, 1i) I'hypothése d'un mosaicisme germinal ne peut expliquer tous les cas
familiaux décrits, iii) peu de renseignements sur les cas de fausses-couches dans les familles
atteintes, 1v) chez les familles présentant un (ou plusieurs) cas de syndrome de Rett, est noté
un accroissement du nombre d’individus montrant des anomalies (comme un retard mental
non spécifigue et/ou des handicaps moteurs), Bithler propose I’implication de deux locus I'un

1ié au chromosome X (alléle normal X, alléle muté X*) I’autre & un autosome (A /A*), d’ou le



nom du modéle d’interférence non allélique. L’interaction entre les produits de ’alléle sain A
et 1’allele muté X* engendrerait le développement de la maladie chez les filles, les hommes
AAX*Y seraient eux vecteurs de la maladie. L association entre les produits des deux alleles
mutés A* et X* causerait la Iétalité chez les hommes et les filles AA*XX* seraient vectrices

(tableau IX).

Tableau IX : Les différents génotypes et phénotypes associés selon le modele digénique de

Biihler (Biihler et al. 1990 ; Biihler et al. 1999).

Fille Garcons

Génotypes Phénotypes Génotypes Phénotypes

AAX*X Syndrome de Rett AAXYY Vecteur
AA*X*X Vecteur (variant ?) AAXXEY Létal

AA*XX Normal AA*XY Normal

AAXX Normal AAXY Normal
AAFX*XH Létal AFAFXFY Létal?
AAXFX* Vecteur (variant 7) A*AFXY Normal
A*A¥XX Normal
AFAFXFX Vecteur?

Ce modéle expliciterait les cas sporadiques et les cas familiaux. La majorité des mutations
serait d’origine paternelle, ce qui expliquerait Datteinte préférenticlle des filles et la
prépondérance des cas sporadiques car les filles atteintes ne se reproduisent que trés rarement
(un seul cas décrit dans la littérature par Witt-Engerstrom et al. 1992). Par ailleurs, les
quelques cas familiaux seraient dus & une transmission d’origine maternelle beaucoup moins
fréquente.

L’intervention du second locus autosomique modulerait le résultat d’une transmission
dominante liée au chromosome X qui n’est pas applicable telle quelle au syndrome de Rett.
[’association entre les produits des alléles mutés X* et A* sera létale chez le gargon et
conférera le statut de vectrice a un fille. Lorsque le produit de 1’alléle X* interagit avec celu
de P’alléle A, la fille sera atteinte du syndrome de Rett, le gargon sera vecteur. Ainsi une fille
vectrice est responsable des cas familiaux. Par ailleurs, toutes les combinaisons ne sont pas
létales chez un garcon (il peut aussi étre vecteur) expliquant aisi I’absence de biais dans le

sex-ratio. De plus, les garcons vecteurs peuvent étre responsables des quelques cas familiaux



a transmission paternelle décrits (Budden et al. 1986). Enfin, les différentes possibilités entre
les deux locus donnant les individus vecteurs expliqueraient la variabilité phénotypique du

syndrome de Rett.
1.4. Inactivation du chromosome X et syndrome de Rett
1.4.1. Quelgues notions sur I’inactivation du chromosome X

La présence de deux chromosome X chez la femme et d'un seul chez I'homme nécessite
I’extistence d’un mécamisme de compensation de dosage. Le chromosome Y, propriété
exclusive des hommes, ne contient qu’un nombre limité de génes impliqués dans la
détermination sexuelle, la spermatogenése, ou correspondant a des homologues de génes
présent sur le chromosome X, touf ceci ne permettant pas de compenser 'absence d’un
chromosome X. Cette compensation de dosage des génes liés au chromosome X est réalisée
précocément au cours de l’embryogenése féminine par une inactivation transcriptionnelle
aléatoire d’un des deux chromosomes X (d’origine maternelle ou paternelle) (Lyon 1961). Le
mécanisme d’inactivation du chromosome X est supposé se dérouler en plusieurs étapes ; 1)
comptage des chromosomes X présents dans la cellule, 1i) choix du chromosome actif (Xa),
1i) initiation de [inactivation sur le futur chromosome inactif (Xi), expansion de
l'inactivation, et iv) maintien de 1’état inactif. Une fois qu’un chromosome X est inactivé dans
une cellule, toutes les cellules filles auront le méme chromosome X inactif. C'est un processus
clonal. L’état inactif est transmis de maniére épigénétique. Ainsi, toutes les filles sont
porteuses d’une mosaique constituée de deux populations cellulaires dont 'une exprime les
alleles a partir d’un chromosome X, et I"autre population cellulaire & partir de ’autre
chromosome X. Le chromosome X inactif présente toutes les caractéristiques de
I’hétérochromatine constitutive. Il se réplique de fagon tardive au cours du cycle cellulaire, 11
est hyperméthylé, sa chromatine est condensée, ses histones H4 hypoacétylées, et 1l y a une
accumulation de macrohistone H2A1.2, enfin, il peut &étre visualisé a I'interphase sous la
forme du corpuscule de Barr (revue Brown et al. 2000).

Une région particuliére, nommée centre d’inactivation du chromosome X (Xic) localisée en
Xql3.2 (Brown et al. 1991) est impliquée dans le mécanisme d’inactivation du chromosome
X. Chez I’Homme, un géne localisé dans cette région : le gene X/ST (X-Inactivation-Specitic
Transcript) présente la particularité de coder un ARN nucléaire non traduit X/ST impliqué

dans ’initiation de ’inactivation du chromosome X (Brown et al. 1992). Au moment de la
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formation du zygote femelle, les deux chromosomes X sont actifs (Epstein et al. 1978) et
expriment a faible quantité X/S7. L’inactivation du chromosome X se déclenche juste avant la
gastrulation (Kay et al. 1993). En effet, il est observé a ce moment-[a, une augmentation de la
quantit¢ d’ARNm X/ST, certainement par une stabilisation de ’ARNm plutdt que par une
transcription accrue (Panning et al. 1997 ; Sheardown et al. 1997). L’ARNm X/S7" ainsi
stabilis¢ recouvre le futur chromosome inactif et se propage en cis tout le long du
chromosome entrainant ainsi son inactivation (Brown et al. 1992). Récemment chez la souris,
un deuxiéme géne situé dans le Xic et impliqué dans les premiéres étapes de I'inactivation du
chromosome X, a été découvert : le géne 7six codant un ARN antisens du géne Xist (Lee et al.
1999). Ce géne semble agir en amont de Xist dans la cascade des événements conduisant a
Pinactivation du chromosome X. En effet, il interviendrait dans le choix du chromosome X a
inactiver (Mlynarczyk et al. 2000). Durant la différenciation, une diminution de la
transcription du géne Tsix par [’action d’un répresseur putatif du géne (repTsix) serait corrélée
a la stabilisation de I’ARNm Xis? (Pereira et al. 2000). Ainsi, le niveau de I’ARNm Xist avant
la différenciation cellulaire apparait étre régulé par I’ARN 7six. La répression du gene 7six
serait alors la premiére ¢tape du processus d’inactivation du chromosome X chez la souris
(Lee et al. 1999 ; Debrand et al. 1999).

I.>inactivation du chromosome X chez la fille est associée a une méthylation différentielle des
ilots CpG entre le chromosome X actif et le chromosome X inactif. A Pexception de quelques
locus (par exemple le locus DXS255), le chromosome X actif est hypométhylé et le
chromosome X iactif hyperméthylé. Un petit groupe de génes (15% de quelques 200 genes
du chromosome X étudiés (Carell et al. 1999)) échappent, toutefois, & cette mactivation et
sont exprimés a partir des deux chromosomes X, c¢’est-d-dire a partir des chromosomes X actif
et inactif. Ces génes sont localisés soit dans une des deux régions pseudoautosomiques (PAR1
en Xp22.3 et PAR2 en Xg28) qui possédent chacune leur région homologue sur le
chromosome Y, soit en dehors de ces régions mais ces génes ont alors un homologue,
fonctionnel ou non, sur le chromosome Y (Brown et al. 1997).

L’inactivation du chromosome X est un phénomene aléatoire, cependant trois mécanismes
peuvent expliquer une inactivation biaisée ou sélective.

Lors d’une inactivation aléatoire du chromosome X, les contributions maternelle et paternelle
sont totalement équivalentes. Comme tout mécanisme aléatoire, celui-ci peut étre représenté
selon une distribution binomiale dans laquelle la grande majorité des femmes (80 a 90%) ont
dans leurs cellules un chromosome X actif soit d’origine maternelle soit d’origine paternelle.

Les extrémités de la courbe "gaussienne" correspondent aux femmes (10 a 20% de la



population générale) présentant par pur hasard une nactivation entiérement biaisée (95-5% ou
5-95%) en faveur de I'un ou I"autre chromosome X. Ainsi, une telle inactivation biaisée peut
étre a "origine d’un "phénotype malade" chez une femme si le chromosome X porteur d’une
mutation est préférentiellement conservé actif (Willard 1996).

Un deuxiéme mécanisme implique une contre-sélection des cellules qui montreraient un cycle
cellulaire anormal si le chromosome X porteur d’une mutation était gardé actif. Une telle
contre-sélection a été mise en évidence chez des femmes conductrices par exemple de PATR-
X (Gibbons et al. 1992). Le produit du géne XNP responsable de cette maladie serait impliqué
dans le remodelage de la chromatine et/ou I’activation/répression de locus spécifiques
(McDowell et al. 1999). Ce mécamisme est renconiré également lors de translocations
équilibrées entre un chromosome X et un autosome t(X;A). En effet, dans 77% des cas, le
chromosome X normal est préférentiellement inactivé, ce qui confére aux cellules un
patrimoine génétique proche de la normale & PPexception des deux points de cassure (Mattéi et
al. 1982). Toutefois, 1l a ét¢ montré que dans les 23% restants impliquant souvent un point de
cassure proche d’une des deux régions télomériques, ¢’est le dérivé du chromosome X qui est
préférentiellement inactivé avec potentiellement une propagation de I’inactivation sur une
partie du fragment de "autosome adjacent. Dans ce cas-la, I'inactivation est a 'origine d’une
disomie fonctionnelle particlle du chromosome X et d’une monosomie partielle de Pautosome
entrainant de multiples anomalies congénitales et un retard mental (Schmidt et al. 1992).

Une inactivation biaisée peut également éire due & une mutation dans un géne impliqué dans
le processus de I’inactivation du chromosome X. A titre d’exemple, une mutation ponctuelle
dans le promoteur du géne X7ST a été associée a une inactivation biaisée dans deux familles
différentes (Plenge et al. 1997).

Enfin, chez la souris, 20 4 30% des inactivations biaisées sont associés au locus Xce (X-
controlling element) (Cattanach 1975). Les études cartographiques suggérent que le locus est
situé dans le Xic mais en aval du gene Xist (Simmler et al. 1993). Les différents alléles du
géne Xce sont corrélés avec des niveaux variables d’expression du géne Xist (BrockdorfT et al.
1991) et de méthylation de I’il6t CpG du locus Tsix {Avner et al. 1998). Il interviendrait ainsi
dans le choix du chromosome a inactiver. Dans les cellules femelles hétérozygotes au locus
Xce, le chromosome X qui porte un allele fort Xce restera préférentiellement actif (Avner et
al. 2001). L’homologue humain du géne Xce n’est pas connu, bien que des familles présentant
un profil d’inactivation biaisée hérité, apparemment non porteuses d’une maladie liée au

chromosome X, soient décrites {Busque et al. 1996 ; Naumova et al. 1998).



1.4.2. Etudes de I'imactivation du chromosome X dans le syndrome de

Rett

Plusieurs études sur D’inactivation du chromosome X chez des patientes atteintes d’un
syndrome de Rett ont été réalisées en utilisant soit des techniques de cytogénétique qui
permettent de suivre et de différencier les cinétiques de réplication des deux chromosomes X
(Kormann-Bortolotto et al. 1992 ; Panasiuk et al. 1997), soit des techniques de biologie
moléculaire par étude du degré de méthylation des alléles paternel et maternel a certains locus
(Carrel et al. 1996 ; Allen et al. 1992).

Bien que la plupart des approches par biologie moléculaire (Zoghbi et al. 1990-b ; Webb et al.
1993 ; Anvret et al. 1994) n’ait pas mis en évidence de biais dans P’inactivation, certaines
(Camus et al. 1996 ; Kreprischi et al. 1998) ont montré 'existence d’une inactivation
modérément biaisée du chromosome X d'origine paternelle (entre 65-35% et 80-20%) dans
une partie des patientes (18/30 et 15/24, respectivement).

Les approches cytogénétiques ont montré que seule 1a bande Xp21.2 présentait une altération
de sa cinétigue de réplication dans quelques cellules de patientes. En effet, cette bande se
réplique plus précocément chez les patientes que chez des témoins (Kormann-Bortolotto et al.
1992 ; Panasiuk et al. 1997). Cette chronologie incorrecte pourrait entrainer que le(s) géne(s)
localisé(s) dans cette bande soit (soient) anormalement actif{(s) pendant une période du cycle
cellulaire, déséquilibrant ainsi le dosage génique et interférant possiblement avec le
développement normal du cerveau. Ces résultats pouvaient constituer une point de départ
quant a la recherche du géne responsable du syndrome de Rett. Toutefois, les analyses de
liaison (développées ci-aprés) n’ont, par la suite, pas confirmé le lien de cette région avec le

syndrome de Rett.



2. Syndrome de Rett, maladie génétique liée au chromosome X

Les nombreuses théories sur le mode de transmission possible du syndrome de Rett ont
longtemps reflété la difficulté de compréhension de 1’étiologie de cette maladie et ont ainsi
freiné la recherche du géne responsable du syndrome de Rett.

Le clonage des génes responsables de maladies est fondé depuis une guinzaine d'années, non
plus sur 1’¢tude des produits des génes (clonage fonctionnel), mais sur I’étude du génome
(clonage positionnel) du fait du développement de nouvelles approches moléculaires grice a
la mise en évidence d’un nombre presque illimité de séquences polymorphes transmises de
facon mendélienne, a ’amélioration grandissante des techniques de biologie moléculaire
(techniques de clonage de grands fragments, technigues de détection de mutations...).

Le clonage positionnel est une approche visant & identifier des génes responsables de maladies
génétiques dont la fonction et le produit sont inconnus, en se basant sur leur localisation
chromosomique et en effectuant une analyse moléculaire de la région correspondante (Colling
1992). 1 s”agit d’un processus compos¢ de plusieurs étapes qui débute par 1’assignation  une
région chromosomique donnée du géne impliqué dans la maladie étudiée. Cette localisation
préliminaire est suivie d'une analyse moléculaire de la région, consistant a établir le plus
finement possible la localisation génétique, a développer la carte physique locale et & cloner
’ADN de Ja région. 1l devient alors possible d’entreprendre une recherche des séquences
exprimées dans ’intervalle critique aboutissant a I’identification d’un ou plusieurs génes
candidats. L’implication d’'un de ces génes dans la pathologie étudiée est définitivement
démontrée par la mise en évidence de mutations délétéres chez les patients.

La premicére étape du clonage positionnel, c'est-a-dire la localisation chromosomique du géne
morbide, est réalisée par l'observation d’anomalies chromosomiques cytogénétiquement
détectables associées a la -maladie, telles que des délétions, des duplications, des
translocations, des inversions ou des sites fragiles, et par des études de liaisons génétiques

dans des familles ou co-ségrégent le locus morbide et des alleles de marqueurs génétiques.
2.1. Deux translocations (X;A) associées au syndrome de Rett
En 1990, deux translocations équilibrées entre un chromosome X et un autosome (Zoghbi et

al. 1990-a ; Journel et al. 1990) ont été publiées chez des patientes présentant un syndrome de

Rett. Malheureusement, les points de cassure de ces deux translocations étaient trop éloignés



pour délimiter un intervalle génique possible. En effet, la translocation t(X;3) de novo (Zoghbi
et al. 1990-a) désigne un point de cassure en Xp21.3 et la translocation t(X;22) familiale
(Journel et al. 1990) en Xp11.22 ; la distance physique entre les deux points de cassure sur le
chromosome X est d'environ 20 Mb. Par ailleurs, comme nous le verrons ci-aprés, ces deux
régions {en Xp21.3 et Xp11.22) seront exclues dés les premiéres analyses de liaison a 1’aide

des quelques cas familiaux de syndrome de Rett (Ellison et al. 1992).

2.2. Etudes de liaison génétique

2.2.1. Principe

En Pabsence d’anomalies chromosomiques décelables, les génes morbides peuvent étre
localisés par des études de liaison génétique dans les familles ol existe une ségrégation du
trait phénotypique avec un marqueur génétique. L efficacité et la puissance de cette approche
ont ét€ significativement ameliorées par le développement d’une carte génétique de trés haute
résolution, fondée sur le polymorphisme d’un grand nombre de locus microsatellites
hautement informatifs et couvrant I’ensemble du génome humain (Weissenbach et al. 1992 ;
Dib et al. 1996).

Les analyses de liaison génétique permettent de déierminer un intervalle de quelques
centiMorgans (¢cM) en fonction du nombre de méioses, c¢’est-a-dire de quelques millions de
paires de bases, dans lequel 1l est hautement probable de retrouver le géne morbide. 1l s’agit
d’une distance génétique calculée 4 partir de méioses informatives ot [’on a constaté une co-
ségrégation d’un alléle marqueur et de 1’alléle morbide dans plusieurs familles atteintes de la
méme maladie. Le traitement statistique des analyses de liaison s’appelle le Tod score (lod :
logarithm of odds) décrit initialement par Morton (Morton 1955), puis adapté et amélioré par
Lathrop et al. (Lathrop et al. 1984). La distance génétique entre le locus morbide et un
marqueur donné est fonction de la fréquence de recombinaison 8 qui varie de 0 {marqueurs
liés) a 0,5 (marqueurs indépendants). Un procédé de calcul statistique permet d’évaluer le
rapport de vraisemblance de deux hypothéses opposées : celle d’une liaison (6<0,5) et celle
d’une absence de liaison (0 =0,5), symbolisé respectivement par L(9) et par L (0 ¢5). Le
rapport des vraisemblances pour une série de valeurs de 0 permet de calculer la meilleure
probabilité. Pour faciliter le calcul, on utilise le logarithme déciunal du rapport des

vraisemblances ou lod score symbolisé par Z{6)=1og(1(0)/1.(0 ¢ 5}). Le calcul de Z est effectué



pour toutes les valeurs de 8 comprises entre 0 et 0,5. On estime qu’il faut un lod score Z(6)>3
pour pouvoir affirmer que la liaison est réelle (Z(8)=3 signifie que 'hypothése d'une liaison
entre le géne morbide et le marqueur est 1000 fois plus probable qu’une absence de laison).
Un lod score inférieur & —2 permet au contraire d’exclure toute liaison génétique entre les
deux locus considérés.

Cette analyse de liaison peut se révéler trés efficace mais a plusieurs conditions : i) étudier un
nombre élevé de méioses, ce qui implique des familles nombreuses étendues sur plusieurs
générations ; 1) toutes les familles recrutées doivent présentées strictement la méme
pathologie et le méme mode de transmission, autrement dit, le matériel réuni doit offrir le
maximum de garanties d’homogénéité génétique pour permettre le cumul des résultats
qu’impose le traitement statistique et donc ’obtention d’un lod score significatif. Pour les
maladies héréditaires fréquentes, la réunion de ces deux critéres ne pose pas de problémes.
Les conditions sont nettement moins favorables dans les cas de maladies monogéniques rares
comme le syndrome de Rett. En effet, les difficultés telles que !’incertitude du diagnostic
clinique, le petit nombre (<1%) ainsi que la petite taille des cas familiaux, une possible 1étalité
précoce ont constitué des obstacles majeurs a une localisation précise du locus responsable du
syndrome de Rett.

Une altemative de cette technique est la cartographie d’exclusion qui repose sur une analyse
de concordance/discordance entre les alléles de différents marqueurs d’ADN et le locus
morbide potentiel. Cette approche ne peut s’appliquer qu’a des familles dans lesquelles
Porigine parentale de la mutation est strictement déterminée afin de pouvoir associer le
phénotype malade a un chromosome (maternel ou paternel). Ainsi, I’analyse des familles dans
lesquelles des demi-sceurs ont la méme mere et présentent un syndrome de Rett a été
privilégiée. Dans ces familles, il a été supposé qu’il v a concordance lorsque les deux demi-
sceurs possédent les mémes alléles, hérités de la mére pour la région potentiellement associée
au locus de la maladie. Et de la méme fagon, les régions discordantes montrent des haplotypes
différents chez les deux demi-sceurs et peuvent donc ére exclues du chromosome X. Un
recoupement des résultats obtenus a partir de plusieurs familles permet de cerner un ou

quelques locus potentiels.
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2.2.2. Carte d’exclusion du syndrome de Rett

Trois familles ont principalement permis d’élaborer la carte d’exclusion du chromosome X et
d’orienter les recherches vers une région candidate (figure 2).

Dans la famille 1 (figure 2A), la mére a eu trois enfants, deux filles atteintes et un gargon,
avec trois maris différents. Le pedigree particulier de cette famille indique avec quasi
certitude que origine de la mutation est maternelle. L’étude de cette famille avec des
marqueurs de plus en plus nombreux a fait I’objet de quatre publications (Archidiacono et al.
1991 ; Ellison et al. 1992 ; Curtis et al. 1993 et Schanen et al. 1997). Les résultats obtenus ont
conduit & ’exclusion de la région péricentromérique du chromosome X entre les marqueurs
DXS704 en Xp21.3 et DXS456 en Xq22.2 (figure 2B).

En 1997, 1’étude d’une famille supplémentaire (famille 2, figure 2A, 2B) (Schanen et al.
1997} chez laquelle une tante et une ni¢ce sont atteintes et la mére certainement vectrice
présentant une atteinte légere a étendu la carte d’exclusion jusqu’en Xp22.2 au niveau du
marqueur DXS1053. Sur ie bras long du chromosome, seul un marqueur a pu étre éliminé
(DXS5456).

En 1998, trois publications (Xiang et al. 1998 ; Sirianni et al. 1998 ; Webb et al. 199§)
ciblérent la région candidate en Xq28 grice au cumul des données de nouvelles familles dont
la plus remarquable : [a famille 3 (figure 2A). Cette famille, rapportée par Sirianni (Sirianni et
al. 1998) est d’origine brésilienne comportant une fratrie de 9 enfants dont 3 fillettes
présentent un syndrome de Rett. C’est la premiere fois qu’un cas familial avec plusieurs (en
I’occurrence ici 3) enfants atteints d’un syndrome de Rett est décrit. Ceci a permis aux auteurs
de réaliser une analyse de liaison multipoint, en supposant que la mutation était d’origine
maternelle. Les auteurs se sont appuyés sur 3 arguments i) présence dans la fratrie de filles
atteintes et de filles saines, 11) déséquilibre apparent du sex-ratio (un seul gar¢on dans toute la
fratrie, mort au bout de 3 jours), i) une inactivation biaisée du chromosome X de la meére
(95%-5%). L’analyse de la famille a donné un lod score positif (Z=1,2) seulement pour la
région en Xq28 a partir du marqueur DXS998 (figure 2B). Toutefois, la valeur significative
argumentant en faveur de ’existence d’une liaison entre un marqueur et le locus morbide
devant étre supérieure ou égale a 3, les auteurs ont alors cumulé les données de cette famille
avec les données précédemment publiées et ont déterminé un "lod score cumulatif” de 2.9
uniquement pour la région X28. Ces résultats apportaient un argument supplémentaire quant

a la localisation probable du geéne responsable du syndrome de Rett en position Xq28,
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localisation d’abord évoquée par Xiang (Xiang et al. 1998). Un mois plus tard, Webb (Webb
et al. 1998) publiait une analyse de haison entre 6 nouvelles familles confirmant ainsi

I’implication vraisemblable de la région Xq28.
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Figure 2 : Cartographie du locus morbide impliqué dans le syndrome de Rett.

A. Pedigrees des familles ayant permis la cartographie du locus morbide dans la région Xq28.
B. Carte d'exclusion du chromosome X. A gauche de l'idéogramme du chromosome X, sont
indigués les marqueurs délimitant les zones exclues (en rouge, en vert et en bleu) par les
études de cartographie des familles 1 (rouge), 2 (vert) et 3 (bleu) respectivement.

La région mmpliquée dans le syndrome de Rett étant ansi déterminée, "il ne restait plus qu’a”

identifier le géne coupable.
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2.2.3. Recherche du géne responsable du syndrome de Rett
2.2.3.1. Etudes de genes candidats

En parallele de I’approche par cartographie d’exclusion, de nombreux laboratoires ont réalisé
une recherche de mutations dans des génes candidats. Un des tous premiers génes candidats
écarté a ¢té le géne codant ’ornithine transcarbamylase (OTC) localisé en Xp21.1 dont la
déficience entraine I'hyperammoniémie de type II, symptéme pensé initialement comme
caractéristique du syndrome de Rett (Rett 1966). Ensuite, les chercheurs se sont focalisés sur
des génes exprimés soit majoritairement, soit exclusivement dans le systéme nerveux central,
étant donné la physiopathologie du syndrome de Rett. Un dizaine de génes candidats (revue
Schanen 1999) ont ¢té criblés, aucun n’a présenté de mutations chez les patientes atteintes de

syndrome de Rett.
2.2.3.2. Stratégie de clonage par une approche combinée

Aprés assignation d’une maladie génétique & une région chromosomique donnée, il est
désormais possible d’interroger les bases de données pour avoir acceés a la liste des génes ou
des transcrits localisés dans cette région. Les données disponibles sur ces génes (séquence,
expression, fonction, synténie, etc) sont comparées aux caractéristiques de la maladie afin
d’identifier le meilleur géne candidat. La recherche de mutations chez des individus atteints
permetira de confirmer ou d’infirmer que le géne candidat désigné est réellement responsable
de la maladie génétique étudiée.

La région Xg28, bien que donnant une coloration homogeéne en technique de bandes
chromosomiques G, est définie comme étant assez hétérogéne au niveau génomique. En effet,
elle est composée de régions qui sont répétées sur le chromosome X, de la région pseudo-
autosomique 2 (PAR2), des séquences classiques sub-télomériques et télomériques, et enfin
d’un fragment de 350 kb dupliqué dans les régions péricentromériques de quelques autres
autosomes (Eichler et al. 1996, 1997). De plus, cette région est considérée, de part notamment
sa forte concentration en bases azotées guanines et cytosines, comme 'une des régions les
plus riches en génes du génome humain (17 génes impliqués dans les RMLX sont déja décrits

dans cette région (Chrurazzi et al. 2001)).



En dépit d’un élargissement des génes candidats possibles de cette région, en tenant compte
d’autres symptomes de la maladie, tels les problémes de croissance malgré une nutrition
adéquate (Motil et al. 1994 ; Motil et al. 1998), ou I’ostéopénie malgré une homéostasie du
calcium, du phosphate et du systéme endocrinien normale (Haas et al. 1997 ; Leonard et al.

1999), aucun géne coupable n'a été caractérisé.

2.2.3.3. Criblage systématique des genes de la région Xq28

C’est un criblage mutationnel systématique des génes localisés dans la région Xq28&8 qui eut
raison de |'identification du géne responsable du syndrome de Rett. En octobre 1999, Amir et
al. (Amir et al. 1999) décrivirent des mutations dans le géne MECP2 (Methyl CpG-binding

protein 2) chez 25% des patientes ctudiées.



C. Régulation de la transcription

1. Quelques rappels sur la transcription

La transcription, étape fondamentale du cycle de la cellule, correspond a la synthése d’ARN
(ARNm, ARNt et ARNr). Cette étape se déroule principalement dans le noyau, et de fagon
plus limitée dans les mitochondries ou autre organelle (chloroplastes) de la cellule. La
synthése d’ARN nécessite une ARN polymérase ADN dépendante qui, & partir du brin
matrice de I’ADN et des précurseurs (ATP, CTP, UTP et GTP) fabrique dans le sens 5°-3°, la
chaine d’ARN par complémentarité au brin matrice.

On distingue trois molécules d’ARN polymérases différentes permettant la synthése des

différentes classes d’ARN (tableau X).

Tableau X : Les trois classes d’ARN polymeérases eucaryotes

| classes génes transcrits
I ARNr 285, ARNr 18S, ARNr 5,85
I génes codant les protéines et la plupart des sn ARN
111 ARN 58, ARNt, sn ARN U6, ARN 7SL, ARN 7SK, ARN 7SM

La transcription des génes cucaryotes implique des interactions entre des séquences
régulatrices actives en cis et des facteurs de transcription protéiques actifs en frans. En effet,
I’ARN polymérase ne peut initier seule la transcription.

Le promoteur, ensemble de courtes séquences regroupées en amont de la séquence codante du
géne, constitue le signal de reconnaissance pour les facteurs de transcription qui se lient a
I’ADN afin de positionner la polymeérase au site unique d'initiation de la transcription.

1l existe différents types de séguences promotrices, chacune fonctionnant avec des facteurs
particuliers qui caractérisent certains génes.

Ainsi, les génes ayant une expression spatio-temporelle bien précise (comme la B-globine)
incluent toujours dans leurs séquences promotrices une séquence  CONSENSUS
TATA(A/T)A(A/T) appelée boite TATA située 25 pb en amont du site d’initiation de la

transcription. Cette séquence est responsable de la sélection précise de la base qui définit le
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premier nucléotide transcrit, une mutation dans cet élément n’empéche pas I'initiation de la
transcription mais entraine une hétérogénéité dans le premier nucléotide transcrit.

D’autres génes, tels les génes domestiques n’ont pas de boite TATA mais souvent une boite
appelée GC, correspondant a la séquence consensus GGGCGG. En plus de ces boites TATA
ou GC, les séquences promotrices classiques incluent souvent une boite CAAT, située 80 pb
en amont du site d’initiation, déterminant important de 1’efficacité du promoteur.

De la méme fagon, il existe différents facteurs de transcription dont certains définissent avec
I’ARN polymérase le complexe minimal de la transcription. Le tableau XI en présente

quelques uns.

Tableau X1 : Quelques éléments régulateurs en cis et leurs facteurs de transcription associés

Eléments cis Séquence consensus Facteurs associés en frans
Boite GC GGGCGG Spl g
Roite TATA TATA(A/T)A(A/T) TFIID |
Boite CAAT | CCAAT Nombreux, C /EBP, CTF/NFI
TRE GTGAGTA/CA Famille AP-1, JUN/FOS

CRE GTGACGTA/CAA/G | Famille CREB/ATF

Une séquence des éveénements de formation du complexe basal de la transcription et
d’initiation de la transcription des génes codant des polypeptides a été proposée (Roeder et al.
1991). Aprés reconnaissance d’une séquence promotrice particuliére par ses facteurs de
transcription, le facteur de transcription TFII B se fixerait 4 TADN et serait impliqué dans la
détermination de la distance qui sépare le promoteur du site d’initiation de la transcription. Le
facteur TFII F recruterait alors I’ARN polymérase II sur I’ADN. L’ ¢élément TFII E mteragirait
avec le complexe TFII F/ARN polymérase II et permettrait la fixation de TFII H responsable
de 1a phosphorylation de la grande sous-unité de la polymérase entrainant ainsi son activation.
A ce promoteur minimal déterminant la position précise du démarrage de la transcription et le
niveau basal d’expression, viennent s’ajouter des activateurs (enhancers) actifs en cis,
augmentant la production d’ARNm de génes spécifiques ou des inhibiteurs (silencers}
dimmuant activité¢ trancriptionnelle. A la différence des séquences promotrices dont la
position est relativement constante, ces enhancers ou silencers sont localisés & des distances
variables et parfois considérables du site d’initiation de la transcription (par exemple un

élément régulateur du géne DFNJ est situé & 40-50 kb du promoteur (Cremers et al. 1995)).



Comme dans le promoteur minimal, ces séquences fixent des protéines qui régulent
I'expression des génes a distance en introduisant des boucles au niveau de IPADN leur

permettant ainsi d’interagir positivement ou négativement avec le complexe transcriptionnel

(figure 3).

sl

transcription
—_—

TFIIE

Figure 3 : Complexe d'initiation de la transcription (d'aprés Roeder 1991}

TAF - TFII D associated factor
act : activateur
s1, s2 : séquences régulatrices distales

I1. Régulation de la transcription

Le contenu en ADN d’un type spécifique de cellules est exactement identique a celui de tout
autre type cellulaire du méme organisme. C’est la variation du profil d’expression des génes
au sein de la cellule qui est a Porigine de sa spécificité. Les fonctions essentielles
(métabolisme, croissance et division cellulaire) sont déterminées par les génes dits de
ménage ou domestiques exprimés dans toutes les cellules. L expression de nombreux autres
génes est étroitement restreinte au type cellulaire (expression génique spécifique de tissu).
Cependant méme les génes a expression spécifique de tissu sont transcrits a des niveaux tres
bas dans quasiment tous les types cellulaires par la transcription illégitime (Kaplan et al.

1992).
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L’expression génique spatio-temporelle spécifique a chaque type cellulaire est due & un
contrdle épigénétique de I’expression des génes. Ceci implique un "marquage” de I’ADN,
sans altérer sa séquence nucléotidique. A I’heure actuelle, au moins deux mécanismes a
I'origine de ce marquage sont connus, il s’agit de la méthylation de I’ADN et de
I'acétylation/désacétylation des histones. Ces deux mécanismes agissent de concert dans Ia

régulation transcriptionnelle des génes.

1. Modifications de la chromatine

Dans les cellules eucaryotes, le matériel génétique est organisé en chromatine, structure
complexe composée d’ADN et de protéines. [.’unité fondamentale de la chromatine est le
nucléosome composé de 146 pb d’ADN enroulées autour d’un octamére de protéines histones
comprenant un tétramere (H3-H4), et deux dimeéres H2A-H2B (positionnés chacun sur une
face du tétramére) et d’une région d’ADN dite de liaison dont la longueur varie selon les
espéces et e type cellulaire. Un 5 éme type d’histone, I"histone H1 ou histone de liaison, se lie
a ’ADN de haison et aux histones de IPoctamére. Elle stabilise les niveaux supérieurs de
compaction de la chromatine.

It existe deux types de chromatine : I"'hétérochromatine et 1’euchromatine. L’hétérochromatine
correspond & un état trés condensé de la chromatine, et est généralement associée & une
répression transcriptionnelle. On distingue P'hétérochromatine constitutive localisée au niveau
des régions centromériques et subtélomériques, de "'hétérochromatine facultative qui adopte
cette conformation condensée dans certaines régions du génome de maniere cellule-
spécifique. L’euchromatine représente un état moins condensé de la chromatine,” et est
généralement associée & une activité transcriptionnelie.

La chromatine, par sa structure dynamique, est déterminante pour toutes les fonctions du
génome : transcription, réplication, réparation et recombinaison. Cette nature dynamique est
rendue possible par des modifications post-traductionnelles réversibles des histones :
acétylation, phosphorylation, méthylation, ubiquitinylation, glycosylation et ADP-
ribosylation. Les quatre histones nucléosomiques H3, H4, H2A et H2B sont composées
chacune de deux domaines: un domaine carboxy-terminal enchassé dans la structure du
nuciéosome et une extrémité amino-terminale basique pointant & ["extérieur du nucléosome.
Cette extrémité, encore appelée "queue" de I'histone, de longueur variable (de 16 a 44 acides
aminés, Spencer et al. 1999) est riche en lysines. C’est au niveau de ce domaine N-terminal

qu’ont lieu la plupart des modifications, excepté 'ubiquitinylation qui se produit dans le
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domaine C-terminal. Ces modifications constitueraient un véritable code épigénétique des
histones (Jenuwem et al. 2001). Le role de ces différentes modifications n’est pas encore
clairement élucidé. Il semble que I"ubiquitinylation des histones affecte la ségrégation des
chromosomes et la transcription. L’histone H2B ubiquitinylée serait associée 4 de ’ADN actif
transcriptionnellement (Spencer et al. 1999). H1 et H3 scraient phosphorylées sur des résidus
sérines et thréonines particuliers de maniére dépendante du cycle cellulaire. En effet, une
phosphorylation plus importante de ces histones est observée au cours des mitoses pendant la
condensation des chromosomes. La découverte récente chez P'homme de ["histone H3
méthyltranstérase (SUV39HI) a mis en évidence que la méthylation de 1’histone H3
interviendrait dans organisation de la chromatine en euchromatine et hétérochromatine.

Parmi toutes les modifications post-traductionnelles des histones, le réle de
"acétylation/désacétylation des histones dans la régulation transcriptionnelle des génes est

aujourd’hui le mieux connu.
1.1. Acétylation et désacétylation

Une corrélation entre ’acétylation des histones et ["activité transcriptionnelle a été suspectée
dés le milieu des années 60 (Allfrey et al. 1964). Les régions hyperacétylées de la chromatine
contiennent des unités actives de transcription alors qu’une chromatine hypoacétylée est
inactive transcriptionnellement. L’état d’acétylation des histones résulte d’un équilibre entre
deux activités enzymatiques antagonistes : I'activité histone-acétyl tranférase (HAT) qui
permet de greffer un groupement acétyl, et I’activité histone désacétylase (HDAC) qui permet
-de "¢éliminer. Les HAT ou HDAC peuvent agir sur des régions chromatiniennes variables
allant d’un nuciéosome (par exemple le géne his3 de S. Cerevisiae) jusqu’a la quasi-totalité
d’un chromosome (le chromosome X inactivé chez les femelles des mammiféres).

Les premiéres HAT ou HDAC ont été identifiées chez la levure, ensuite c’est par une
recherche d’homologies dans les banques de données que 1’on a pu identifier les homologues

murins et humains.
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1.1.1. Les HAT

Les protéines nucléaires possédant une activité histone-acétyl transférase sont réparties en six
familles selon les variations observées dans le domaine conservé responsable de Pactivité
enzymatique.

Ces différentes protéines appartiennent & des complexes multiprotéiques incluant facteurs de
transcription et autres corégulateurs, elles sont impliquées dans une grande variété de voies de

transduction de signal (tableau XH).

Tableau XII : Les familles HAT

—

HAT Organismes Fonctions
Famille GCN5/PCAF
Gend Levure-»Homme Co-activateur
PCAF Homme Co-activateur
Famille MYST
Sas2 Levure Inactivation
Sas3 Levure Inactivation
Esal Levure Cycle cellulaire
MOF Drosophile Compensation de dosage
Tip60 Homme Interaction avec HIV Tat
MOZ Homme Leucémogenese
Famille TAFII250 Levure—Homme Facteur associé 4 TBP
Famille CBP/p300 Ver—>Homme Co-activateur global
Famille SRC Souris et Homme | Co-activateur des récepteurs stéroidiens
ATE2 Levure—>Homme Activateur séquence-spécifique
Famille GNAT
TFIIIC Homme Initiation de la transcription

d’aprés Marmorstein et al. 2001

L’acétylation ciblée d’histones nucléosomiques par le recrutement d’une HAT elle-méme
associée & un complexe protéique particulier, agirait de concert avec des facteurs dits de
remodelage des nucléosomes pour activer la transcription par modification de la structure
chromatinienne, En effet, des facteurs de remodelage des deux grandes familles SWI/SNF et
ISWI (définies par un domaine hélicase appelée swi2/snf2 et ISWI respectivement, qui est
couplé a une sous-unité catalytique ATPase) ont la capacité de rendre ’ADN plus accessible.

L’acétylation neutraliserait les charges positives portées par les résidus lysine, ce qui
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affaiblirait les interactions ADN/histones. Ces interactions diminuées, les facteurs de
remodelage (des deux familles SWI/SNF et ISWI) modifieraient la structure nucléosomique
en une forme dite altérée, par glissement des histones sur UADN libre rendant ainsi

accessibles les séquences promotrices cibles (Taddei et al. 2000).

1.1.2. Les HDAC

Il existe trois classes d’enzymes présentant une activité histone désacétylase chez les
eucaryotes supérieurs, définies en fonction de leurs similarités avec les séquences des HDAC
de levure. La classe I comprend les HDACI, 2, 3 et 8 qui sont homologues a ’THDAC Rpd3
de la levure. La classe Il correspond aux HDACA4, 5, 6 et 7 homologues a PHDAC Hdal de
levure. Et enfin la classe 1Il, récemment déterminée (Khochbin et al. 2001), regroupe les
protéines SIRT1 a 7 homologue a la protéine Sir2 de levure. Toutes ces protéines possédent
un domame catalytique conservé capable de désacétyler les histones ; on distingue les trois
classes par les séquences extérieures au domaine catalytique (Khochbin et al. 2001). Par
ailleurs, une étude récente des données de la littérature et des bases de données suggere que le
nombre de HDAC chez I’homme pourrait atteindre 17 (Gray et al. 2001).

A la différence des HAT, les HDAC appartiennent a des complexes multiprotéiques qui sont
impliqués dans la répression de la transeription. En effet, dans ces complexes multiprotéigues,
les HDAC sont couplées & des co-répresseurs. Tous les complexes ne sont pas encore €lucidés
a P’heure actuelle, deux seulement fonctionnant avec HDACI et 2 commencent a étre bien
caractérisés. Ces deux complexes, Sin3/HDAC et NuRD/Mi2/NRD ont en commun en plus de
HDAC! et 2, les protéines RbAp48 et RbAp46 (Rb associated protein 48/46 kb), et différent
par les co-répresseurs associés.

Le premier complexe, conservé depuis la levure jusqu’aux mammiféres, comprend le co-
répresseur Sin3p chez la levure, ou mSin3A ou mSin3B chez les mammifeéres.

Le second complexe est caractérisé par le co-répresseur Mi2 ou NuRD (Nucleosome
remodeling histone deacetylase complex) identifié chez les mammiféres comme facteur de
remodelage du nucléosome (Knoepfler et al. 1999).

De nombreux autres co-répresseurs associés aux HDACI et 2 ont été identifiés ou sont en
cours d’identification, laissant supposer que les deux complexes distincts formés soit & partir
de Sin3 soit a partir de Mi2 ne représentent que la partie immergée de I’iceberg correspondant
aux différentes voies de répression transcriptionnelle de la cellule.

La figure 4 illustre les différents co-répresseurs connus associés aux HDACT et 2.
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Figure 4 : Facteurs et co-répresseurs associés aux HDCA 1 et 2 (d'aprés Knoepfler et al. 1999)

Sont représentés les différents co-répresseurs interagissant avec HDACIT et HDAC?2 (en vert),
En bleu sont indigués les facteurs associés au co-répresseur Sin3

En rouge ceux associés au co-répresseur Mi2,

Les fleches montrent les interactions directes entre HDACI, 2 et les co-répresseurs ou
Jacteurs de transcription.

La troisieme HDAC de la classe I, HDAC3 fait partic d’'un autre complexe nucléaire
contenant SMRT et N-CoR qui sont des co-répresseurs de récepteurs nucléaires (Khochbin et
al. 2001).

Les complexes comprenant les HDAC des classes 11 et III n’ont pas ¢té isolés. Les membres
de la classe I ne semblent pas participer & 1'un et /ou Pautre complexe Sin3/HDAC,
NuRD/Mi2/NRD. Tls sont caractérisés par leur capacité de circulation entre le noyau et le
cytoplasme. Cette propriété serait dépendante du type cellulaire. Ainsi leur activité nucléaire
seraif hautement tributaire de feur localisation cellulaire (Khochbin et al. 2001).

De nouveaux co-répresseurs seront peut-étre identifiés ultérieurement associés spécifiquement
a ces deux classes de HDAC, ou bien ces HDAC pourrraient étre impliquées dans des voies
de répression transcriptionnelle indépendantes de co-répresseurs en désacétylant directement

par exemple des protéines du complexe transcriptionnel.



Comment la désacétylation des histones entraine-t-elle une répression transcriptionnelle par
modification de la structure chromatinienne 7 Actuellement, deux modeles sont proposés.
Dans le premier, la désacétylation des histones H3 et H4 libererait les charges positives du
résidu lysine qui s'allieraient par des interactions ioniques avec les groupements phosphates de
I’ADN chargés négativement. Cette interaction empécherait les facteurs de transcription de se
fixer au niveau de [eur séquence cible. Dans le second modéle, la désacétylation conduirait a

une compaction de la chromatine par interaction entre nucléosomes adjacents (figure 5).

Chromatine accessible/active Chromatine condensée/inactive

Figure 5 : Les deux modeéles possibles (A ou B) de 'effet de la désacétylation sur la chromatine

La haute affinité des queues des histones désacétylées pour ’ADN favorise le premier
mécanisme, mais des études de diffraction aux rayons X de cristaux de nucléosome semblent
en faveur du second (Bestor 1998).

Ces deux modéles sont peut-étre 1’1llustration de "action différente des multiples complexes
pour réprimer la transcription dans la cellule. Des génes pourraient nécessiter un remodelage
plus complexe de la chromatine grice a I’intervention du facteur Mi12 pour étre efficacement
mactivés. Ces mémes geénes seraient alors résistants a la répression par le complexe

comprenant le co-répresseur Sin3.

En conclusion, les activités histone-acétyl-transférase et histone désacétylase incorporées via

des corégulateurs au sein de complexes protéiques incluant des facteurs de transcription



spécifiques, seraient ciblées vers des promoteurs particuliers. Par exemple, Phétérodimére
Mad-Max en se fixant a son site de reconnaissance recruterait au niveau de ses génes cibles,
HDAC?2 via le corepresseur Sin3. Dans le cas des génes activés en réponse a I’AMPc, le
facteur CREB se lie aux séquences CRE (cyclic AMP response element) en amont des
promoteurs des genes concernés, et recrute "histone-acétyl-transférase CBP/p300 qui interagit
avec une autre HAT (PCAF). Ici, CBP/p300 est a la fois une HAT et un corégulateur. Dans le
cas des récepteurs des hormones thyroidiennes, le complexe RXR/TR en absence de son
ligand recrute une HDAC via mSin/NCor/SMRT alors que, en présence du ligand, il recrute
~ une HAT au méme site.

11 est & noter enfin, que les HAT et les HDAC agiraient sur d’autres protéines que les histones
nucléosomiques comme par exemple des facteurs de transcription ou des protéines
chromatiniennes non-histones (HMG (High mobility group)) pour réguler la transcription de

la cellule.

2. Méthylation de ’ADN

2.1. Définition et fonctions de la méthylation

La méthylation de ’ADN constitue une modification épigénétique majeure des génomes
eucaryotes. A la différence des procaryotes ou adénines et cytosines peuvent étre méthylées,
chez les eucaryotes, la méthylation n’affecte que les cytosines, elle se produit sur le carbone 5
du noyau pyrimidique. De plus, seules les cytosines appartenant a un doublet 5’CpG3” sont
méthylables.

Ces dinucléotides sont relativement sous-représentés dans le génome humain, leur fréquence
est cinq fois mférieure a celle attendue par un simple calcul statistique. Chez ’homme, 60 a
90% des cytosines de ces dinucléotides 5’CpG3° sont méthylées (Bird 1986). La 5-méthyl-
cytosine peut étre spontanément désaminée et donner une thymine (Frederico et al. 1990 ;
Shen et al. 1994). La thymine étant alors mésappariée avec une guanine, devrait étre reconnue
par le systtme de réparation spécifique de ’ADN, excisée et remplacée par une cytosine.
Mais la rareté des séquences 5’CpG3’ indique probablement que le systéme de réparation est
relativement inefficace dans ce cas précis. La conséquence est que ces cytosines méthylées
constituent des points chauds de mutation (C—T ou G—A).

Certaines régions du génome riches en 5’CpG3” (correspondant a environ 1% de la totalité

des dinucléotides 5’CpG3°) ont €€ caractérisées car elles donnaient de nombreux petits
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fragments aprés digestion par une enzyme de restriction sensibles a la méthylation ¢’est-a-dire
contenant dans son site de coupure un dinucléotide 5°CpG3° (comme ’enzyme Hpall dont la
séquence cible est CCGG). Cette hydrolyse a mis en évidence deux propriétés de ces régions :
une concentration élevée en doublets 5’CpG3” et un état non méthylé. Ces régions d’ADN
riches en 5°CpG3’ sont appelées “ilots CpG ™ ou 1l6ts HTF (Hpall Tiny Fragments). Ils
présentent donc la particularité¢ d’étre regroupés sur 1 & 2 kb dans des régions précises du
génome (Bird 1986). Ces il6ts sont localisés au niveau des promoteurs d’approximativement
60% des génes transcrits par PARN polymérase I, dont la quasi-totalité des génes
domestiques (Antequera et al. 1994). Le géne codant la glucose-6-phosphate déshydrogénase
(G6PD) présente la particularité de posséder une paire d’ilots CpG non pas dans sa région
promotrice mais a proximité de son extrémité 3’ (Bird 1986).

La méthylation de ’ADN est 4 [PPorigine de plusieurs mécanismes impliqués dans la
répression trancriptionnelle. Comme nous I'avons vu précédemment, la méthylation joue un
rile essentiel dans I’inactivation des génes situés sur un des deux chromosomes X chez les
femelles de mammiferes.

Par ailleurs, la méthylation est impliquée dans la répression de génes soumis a [’empreinte
parentale. Chez les mammiféres, quelgues génes ne sont exprimés qu’a partir d’un seul alléle
en fonction de son origine parentale (on parle d’hémizygotie fonctionnelle), [’alléle réprime
étant hyperméthylé. Les syndromes d’ Angelman et de Prader-Willi constituent une illustration
de référence de i’empreinte parentale. En effet, une absence de contribution paternelle par
délétion ou disomie maternelle de la région critique (en 15q11-q13) entraine un syndrome de
Prader-willi. A 'opposé, une absence de contribution maternelle est a ’origine d’un
syndrome d’Angelman. Ainsi une méme région du génome engendre deux pathologies
distinctes.

De plus, la méthylation des cytosines contribuerait & I'immobilisation de transposons ou de
rétrovirus endogénes, agents potentiellement hautement mutagénes par insertion ou
recombinaison illégitime. Les génes soumis & inactivation sur le chromosome X chez la
femme ou a empreinte parentale rendent compte de moins de 10% des cytosines méthylées du
génome ; la grande majorité se situe au niveau des transposons qui sont assez abondants (les
¢léments transposables au nombre de 10° représentent environ 40% du génome humain). La
méthylation de ’ADN constituerait une défense de la cellule hdte contre ces €léments (Bestor
2000).

Une perturbation des profils généraux de la méthylation entraine de nombreux

dysfonctionnements cellulaires. 1l a été montré que la méthylation était essentielle pour un
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développement murin correct. En effet, des souris privées du géne codant ’ADN
méthyltransférase 1 ne sont pas viables (Li et al. 1992). De la méme fagon, une déméthylation
des séquences satellites classiques de PADN chez I’homme entraine une instabilité
chromosomique avec une immunodéficience caractéristiques du syndrome ICF
(Immunodeficiency, Centromere instability and Facial anomalies) (Xu et al. 1999).

Enfin, a opposé, une hyperméthylation aberrante a des conséquences importantes sur la
cancérogenése ou sur les tentatives d’infervention thérapeutiques. la méthylation de
promoteurs de génes suppresseurs de tumeurs contribue directement a la progression de
certains cancers (Baylin et al. 2000), alors que la méthylation de I’ADN exogéne introduit

dans des cellules compromet les efforts de thérapie génique (Bird et al. 1999).

2.1.1. Les acteurs de la méthylation

Actuellement, trois familles d’ADN cytosine-5-méthyltranférase (DNMT) sont connues chez
les mammiféres : la famille DNMTI, la famille DNMT2 et la famille DNMT3. Ces trois
familles regroupent cinq DNMTs présentant toutes un domaine catalytique caractérisé par dix
motifs de s€quences dont six sont fortement conservés {excepté pour DNMT3L) (figure 6).
On retrouve la quasi-totalité de ces motifs dans toutes les DNMTs depuis la bactérie jusqu’a

I’homme en passant par les champignons et les plantes (Colot et al. 1999).
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DNMT1 © ROLE N B V707 - .
DNMT?2 e i
DNMT3A . _C_ys__ L1V V] IX X
DNMT3B = et XX
DNMT3L Cys

Figure 6 : Les ADN méthyltransférases (d'aprés Bestor, 2000)

Les motifs I-X définissent le domaine catalytique des ADN méthyltransférases.
Cys : région riche en cystéines

-La famille DNMT1
Le géne Dnmirl présente la particularité unique d’étre exprimé a partir de promoteurs

différents qui sont spécifiques du sexe et d'un exon (figure 7).

4 e

Figure 7 : Les différents exons sexe-spécifiques du géne Dumtl (d'aprés Bestor 2000)

fo= exon spécifique de l'expression du gene dans les ovocytes

5= exon spécifique de l'expression du géne dans le soma (des deux sexes)

1p= exon spécifique de l'expression du géne dans les spermatocytes au stade pachyténe
En bleu, est indiqué l'épissage se produisant dans les ovocytes,

Envert, l'épissage spécifique des cellules somatigues,

En rouge, l'épissage spécifique des spermatocytes.

Ainsi, il existe une protéine de 1620 acides aminés, exprimée seulement au niveau du soma, et
une protéine 118 acides aminés (plus courte du coté N-terminal) exprimée uniquement dans

les ovocytes. Les spermatocytes possédent aussi leur propre (exon et) promoteur actif
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entrainant un épissage alternatif spécifique du stade pachyténe de la méiose. Bien que ce
transcrit spécifique soit synthétisé, aucune protéine n’est détectée dans les spermatocytes.

Yoder et al. (Yoder et al. 1997) ont montré que chez la souris, la protéine DNMT] avait une
préférence 5 a 30 fois supérieure pour PADN hémiméthylé par rapport & de ’ADN non
méthylé, d’ot la conclusion gu’elle serait responsable de la méthylation dite de maintenance
et agirait notamment apres le passage de la fourche de réplication. Récemment, Fuks et al.
(Fuks et al. 2000) ont localis€¢ dans DNMT1 un domaine de répression transcriptionnelle

pouvant interagir avec HDAC] et ainsi réprimer la transcription.

-La familie DNMT?2

Dnmt2 a été identifié par recherches d’homologies avec Dnmt! dans les bases de données
regroupant ’ensemble des EST (Expressed Sequence Tag). Fait surprenant, elle est
homologue a pmtlp de S. pombe, organisme non connu pour méthyler son ADN. A la
différence de Dmnmzl, une interruption du geéne Dnmi2 dans les cellules souches
embryonnaires (cellules ES) n’a pas de conséquence sur les profils de méthylation, et
n’affecte pas la capacité de ces cellules a méthyler un ADN viral nouvellement intégré. Se
pose la question du réle biologique de cette famille d’ADN méthyltransférases. Un début
d’explication du réle physiologique proviendrait de I’observation que seuls les organismes
possédant des homologues de Dmmir? présentent une fonction et une structure du
centromere identiques ; ce qui n’est pas le cas par exemple de S. cerevisiae ou C. elegans qui
n’ont pas d’homologues de Dnmi2 et qui présentent une structure centromérique différente

(Bestor 2000).

-La famille DNMT3

Cette famille comprend trois méthyl-transférases : DNMT3A, DNMT3B et DNMT3L.
DNMT3L a été cartographiée dans la partie distale de la région critique du syndrome de
Down en 21g22.2-22.3. On ne sait pas si ce géne est impliqué ou non dans 1’étiologie de ce
syndrome. DNMT3A et DNMT3B seraient responsables de la méthylation de novo de régions
particuliéres du génome. Un double mutant murin Dnmt3A~~/Dnmt3B~~ est incapable de
méthyler des séquences virales nouvellement intégrées, alors que chaque simple mutant
hétérozygote peut le faire. L’interruption de Dnmt34 comme de Drnmt3B chez la souris est
létale (Okano et al. 1999).

DNMT3B est la seule méthyl-transférase, a ce jour, dont une mutation & I’état homozygote

dans le domaine C-terminal est impliquée dans une pathologie humaine : le syndrome ICF.
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L’instabilité centromérique caractéristique de ce syndrome s’explique par une déméthylation
des séquences satellites classiques de I’ADN visible cytogénétiquement au niveau des régions
péricentromériques des chromosomes 1, 9 et 16. Bien que ces régions soient totalement
déméthylées, aucun des patients n’est homozygote pour une mutation nulle, suggérant que la
perte totale de fonction de DNMTS3 serait [étale chez ’homme comme c’est le cas chez la

souris {Bestor 2000).

2.2. Méthylation et répression transcriptionnelle

Deux modéles, I'un direct et ’autre indirect, sont envisagés pour expliquer la fagon dont la
méthylation des 5°CpG3’ réprime la transcription.
La méthylation peut interférer directement avec la transcription en empéchant la liaison de la
-machinerie basale ou de facteurs plus spécifiques avec les séquences promotrices cibles. La
méthylation de ces séquences serait pergue comme une "mutation" dans le site de liaison pour
fes facteurs de transcription et empécherait donc leur fixation. Il a été montré, en effet, que
certains facteurs de transcription comme les facteurs de transcription AP-2 et CREB/ATF
impligués respectivement dans 'expression du gene proenkephaline (Comb et al. 1990) et des
génes répondant & I’AMPc (Iguchi-Ariga et al. 1989) étaient sensibles a la méthylation de leur
promoteur respectif. Toutefois, ce n’est pas le cas de tous les facteurs de transcription, par
exemple le facteur de transcription Spl dont la séquence cible est la boite CG (GGGCGG) est
indifférent a son état de méthylation (Holler et al. 1988).
Ceci constitue un premier argument en faveur de I’existence d’un mécanisme d’action
indirecte de la méthylation sur la transcription. I)’autres observations sont venues conforter
cette hypothése. Une de ces observations montre que I’injection dans des noyaux du gene
méthylé de la thymidine kinase du virus simplex de I’herpés (HSV tk) n’entrainait sa
répression transcriptionnelle qu’au bout de huit heures (Buschhausen et al. 1987). Ce résultat
est incompatible avec un mécanisme instantané de répression. La cinétique de mise en place
de la répression pourrait témoigner d’un temps nécessaire a |’établissement d’une interaction
entre ’ADN méthylé et des composés nucléaires. Ainsi, ce mécanisme indirect suppose
I’intervention de protéines nucléaires particuliéres qui reconnaitraient spécifiquement ’ADN
méthylé et empécheraient secondairement 'interaction entre le complexe transcriptionnel et fe
promoteur. Ce modele a été validé par la découverte de ces protéines nucléaires qui se lient a

I’ADN meéthylé et répriment la transcription (Boyes et al. 1991).



2.2.1. Les protéines se liant aux cytosines méthylées ou Methyl

CpG binding proteins (MeCP)

Au début des années 90, deux protéines ayant une affinité pour PADN méthylé ont €té
caractérisées : MeCP1 (Meehan et al. 1989) et MeCP2 (Lewis et al. 1992).

Aujourd’hui, ces deux protéines appartiennent a une famille constituée de trois membres
suppiémentaires : MBD2, MBD3 et MBD4 (pour Methyl Binding Domain) identifiés par
Hendrich et al. (Hendrich et al. 1998) grice a une recherche, dans les bases de données
mammaliennes des EST, de séquences homologues au domaine de liaison aux cytosines
méthylées (MBD) de MeCP2.

Seule MeCP1 est en réalit¢ un complexe multiprotéique (poids moléculaire natif par gel
filtration entre 400-800 kD) (Meehan et al. 1989)) dont la composition n’est pas totalement
élucidée. MBD?2 constitue le composant de liaison a I’ADN méthyl¢ du complexe MeCP1 (Ng
et al. 1999). MeCP1 étant un complexe multiprotéique, il n’apparait pas directement dans la
liste des membres de la famille des MeCP, mais apparait par son MBD. Ainsi, les cing
membres de la famille des MeCP sont : MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3 et MBD4.

Toutes ces protéines ont en commun le MBD composé d’environ 70 acides aminés présentant
un haut degré de similarité (50-70%), et dont la séquence ne correspond a aucun des cing
motifs d’interaction protéine/ADN précédemment connus [motif hélice-coude-hélice (ou
helix-turn-helix), motif en doigt de zinc (ou zinc finger), motif glissiére a leucines (ou leucine
zipper), motif hélice-boucle-hélice (ou helix-loop-helix) et le motif feuillets § antiparalleles
(ou antiparallel B-sheet)]. Ceci suggére fortement que le MBD constitue un nouveau motif
d’interaction protéine-ADN. Les homologies de séquences au sein du MBD montrent que les
protémes pourraient étre regroupées en deux sous-classes : d'un cdté MeCP2 et MBD4, et de
Pautre c6té MBDI1, 2 et 3. Dans les cing génes, le MBD est interrompu par un intron toujours
Tocalisé a la méme position témoignant d’un probable géne ancestral commun (Hendrich et al.
1998). Enfin, les similarités de séquences entre ces cing protéines sont uniquement restreintes
a leur MBD, excepté pour MBD?2 et 3 qui présentent une similarité de 71,1% sur la totalité de
leur séquence (Hendrich et al. 1998).

Des expériences de Northern blot ou de RT-PCR (reverse transcriptase-PCR) sur ces cing
génes ont mis en évidence une expression ubiquitaire chez la souris. Dans les cellules ES,
seules MBD3, MBD4 et MBD?2 en plus faible quantité, sont détectées. Cefte diminution, voire
pour MBD1 cette absence, de transcrits peut étre corrélée avec le fait que la méthylation est

connue pour étre peu importante dans la viabilité¢ des cellules ES (Lei et al. 1996). Une



quantité¢ normale de transcrits MBD3 et MBD4 ne suppose pas forcément une syntheése des
protéines correspondantes.

Du fait de leur expression ubiquitaire, ces cing génes sont considérés comme des geénes de
ménage et comme attendu pour de tels génes, des ilots CpG ont été caractérisés dans leur
extrémité 5° (Hendrich et al. 1999). Les localisations chromosomiques ont été déterminées
pour les quatre génes MBD/, 2, 3 et 4 (Hendrich et al. 1999). A la différence du locus MECP2
(Vilain et al. 1996), ces quatre génes sont autosomiques. Les génes MBD/! et 2 sont
cartographiés tous les deux sur le chromosome 18 au niveau de la bande g21, le locus MBD3
est positionné en 19q13 et AMMBD4 en 3g21.

La figure 8 résume 1’organisation et la structure protéique des génes MBDI, 2, 3, 4 et MECP2.
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Figure 8 : La famille des protéines MBD

- représente le MBD (Methyl binding domain)

/\ symbolise les différentes possibilités d'épissage

Les dewx formes de la protéine MBD2 sont indiquées, elles correspondent a l'initiation de la

transcription soit au premier (MBD2a), soit au second (MBD2b) codon méthionine.
Le géne MB D2 peut donner des transcrits plus couris sil'exon 4" ou l'exon 3 ne sont pas
épissés. Treprésente le transcrit plus court, par insertion de l'exon3, spécifiquement

synthétisé dans les testicules.

B représente le site d'épissage spécifiquement utilisé dans le cerveau pour le géne MBD1

TRD: domaine de répression transcriptionnelle
(GR) 11: motif de 11 glycine-arginine
(E) 1 2: motif de 12 acides glutamigues
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Hendrich et al. (Hendrich et al. 1998) ont montré par des expériences de retard sur gel
complétées par des études de transfection avec la GFP (green fluorescent protein) que MBD1,
MBD?2 et MBD4 peuvent former des complexes spécifiques avec 'ADN méthylé in vitro. Les
protéines MBD ne nécessitent qu’une scule paire de dinucléotides 5'CpG3' méthylés
symétriquement pour se fier a I’ADN. Ce n’est pas ie cas du complexe MeCP1 qui a besoin de
douze paires de cytosines méthylées pour interagir avec ’ADN (Meehan et al. 1989). Ces
protéines se lient 4 ’ADN sous forme de monomeres (Ballestar et al. 2001).

Malgré sa forte similarité de séquence protéique avec MDB2 (71,1%), seule MBD3 ne semble
pas posséder la capacité de liaison avec I’ADN méthylé et montre un profil de localisation in
vivo tout a fait différent. Le trés haut degré de conservation entre les homologues murin et
humain de ces deux protéines (97,6% d’identité en acides aminés pour MBD2, et 93,8% pour
MBD?3) laisse supposer que ces deux protéines sont fonctionnelles. Une hypothese serait que
le géne MBD3 proviendrart d’une duplication du géne MBD2 et gqu’il aurait acquis une
nouvelle spécificité de liaison & ADN méthylé non détectée par les approches utilisées
(Hendrich et al. 1998). Une analyse de la séquence du motif MBD suggére une seconde
hypothése. Ohki et al. (Ohki et al. 1999) ont montré que des mutations au niveau d’acides
aminés hautement conservés depuis le Xénope jusqu’a '’homme et entre les cing MBD,
pouvaient fortement géner la capacité d’interaction de la protéine avec I’ADN méthylé. Deux
résidus (en position 30, en position 34) différents dans le MBD du géne MBD3 des
mammiféres par rapport aux résidus des autres membres de la famille MBD pourraient
expliquer ’absence de liaison de la protéine MBD3 a I’ADN méthylé (Ballestar et al. 2001).
Une mutagenése ciblée au niveau de ces deux acides aminés (positions 30 et 34) permettrait
de vérifier cette derniére hypothése.

Une fois la capacité d’interaction de ces protéines avec I’ADN méthylé prouvée, 1] restait a
comprendre comment ces protéines intervenaient pour réprimer la transcription. Mais avant
cela, arrétons nous un peu plus longuement sur la protéine MeCP2, archétype de la famille

MBD et récemment impliquée dans le syndrome de Rett (Amir et al. 1999).
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2.2.2. La protéine MeCP2
2.2.2.1. Organisation et expression du géne MECP2

Le géne MECP2, couvrant quelques 80 kb dans la région Xg28, est localisé entre les locus
IRAK (interleukin I receptor-associated kinase) et RCP (red opsin), région synténique
retrouvée sur le chromosome X de la souris (Dragich et al. 2000). Le géne est composé de
quatre exons qui sont transcrits depuis le télomére vers le centromere du chromosome X. La
région codante comprend 1461 nucléotides et se répartit entre les exons 2 et 4 (figure 9). La
région 3’ non traduite (3’-UTR, 3’-untranslated region) dans ’exon 4 est inhabituellement
longue : 8,5 kb, et présente des parties bien conservées entre ’homme et la souris (Coy et al.
1999 ; Reichwald et al. 2000). Comme les autres génes MBD, le géne MECP2 est considéré
comme un géne domestique du fait de son expression ubiquitaire et de son flot 5°CpG3” en 57
(Reichwald et al. 2000). II serait notamment régulé par le facteur de transcription Spl. En
effet, I’invalidation des deux alléles chez la souris (Spl'/') abaisse le taux d’expression du
géne MECP2 (Marin et al. 1997), et plusieurs sites potentiels de fixation pour Spl ont été
identifiés au sein de ’ilot 5°CpG3° du géne MECP2 (Reichwald et al. 2000). Ce géne est
soumis au processus d’inactivation chez la souris comme chez ’homme (Adler et al. 1995 ;

D’Esposito et al. 1996).
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tel Xp

Xq28
tel Xq

Figure 9 : Localisation et structure du géne MECP.2 sur le chromosome X

Les fleches indiquent le sens de transcription des différents génes IRAK, MECP2 et RCP.
Le géne MECP?2 est composé de quatre exons; la végion codante se répartit

entre les exons 2 et 4 (partie rouge).

Chez les mammiféres, le géne MECP?2 est largement exprimé dans les tissus embryonnaires et
adultes, avec toutefois, une expression & un niveau faible au début du développement
(Meehan et al. 1992). La région 3’'UTR contient cing sites potentiels de polyadénylation dont
utilisation fait 1’objet de controverses (Coy et al. 1999 ; Reichwald et al. 2000). En effet,
Coy et al ont détecté par Northern blot principalement trois transcrits d’environ 1,8 kb, 5 kb et
10,1 kb, alors que Reichwald et al. ont détecté deux transcrits majeurs de 1,9 kb et 10 kb et un
plus faiblement exprimé supérieur a 7,5 kb. Tous ces transcrits ont ¢été retrouvés dans la
plupart des tissus étudiés bien qu’une variation d’expression tissu-spécifique ait ét¢ mise en
évidence. Ils sont exprimés dans des quantités équivalentes dans le poumon, les reins, le tube
digestif, les glandes thyroidiennes et surrénales, alors que le plus petit transcrit est plus
abondant au niveau des muscles cardiaque et squelettiques, du tissu lymphoide, du foie et du
placenta (D’Esposito et al. 1996 ; Coy et al. 1999 ; Reichwald et al. 2000). De plus, Coy et al

ont mis en évidence une variation du profil d’expression des différents transcrits selon les
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stades du développement. Alors que le transcrit de 10,1 kb est plus abondant dans le cerveau
feetal, le transcrit de 5 kb est plus abondant dans le cerveau adulte. Le réle biologique de ces
différents transcrits n’est pas encore élucidé, Reichwald a montré que les transcrits de 1,9 kb
et 10 kb avaient la méme durée de demi-vie (3-4 h), supposant alors que ’efficacité de leur
traduction respective pouvait différer. Le haut degré de conservation entre I’homme et la
souris de la région 3° non traduite suggere une fonction importante pour le plus long transcrit
de 10 kb. L’expression de plusicurs autres génes est connue pour €tre régulée au cours de
I’étape de polyadénylation, mais les mécanismes moléculaires a ’origine de cette régulation

ne sont pas élucidés (Edwalds-Gilbert et al. 1997).

2.2.2.2, Structure et fonction de la protéine MeCP2

Le polypeptide MeCP2 contient un domaine de liaison aux cytosines méthylées (MBD) (Nan
et al. 1993), un domaine de répression transcriptionnelle (TRD) (Nan et al. 1998 ; Jones et al.
1998) et deux signaux potenticls de localisation nucléaires (NLS) (Nan et al. 1996 ; Kudo et
al. 1998). Le domaine MBD comprend &5 acides aminés du ¢6té N-terminal, il est nécessaire
et suffisant pour I'interaction avec I’ADN méthylé en présence ou en absence de chromatine
assemblée. Par atlleurs, des expériences d’immunofluorescence in situ chez la souris ont
montré gue la protéine MeCP2 se localisait tout Je long des chromosomes mais était plus
particuliérement concentrée au niveau de 1’hétérochromatine péricentromérique connue pour
&tre hautement méthylée (Nan et al. 1993).

La résolution du domaine MBD par résonance magnétique nucléaire a révélé une nouvelle
structure en forme de "coin" (wedge-shaped structure). Cette structure consiste en quatre
feuillets [} antiparalléles et en une boucle avec une poche hydrophobe prédite pour interagir
avec la paire de cytosines méthylées dans le sillon majeur de I’ADN (Wakefield et al. 1999).
Le domaine TRD a été délimité par Nan et al. (Nan et al. 1997) entre les acides aminés 207 et
310 en remplacant le MBD par le domaine de liaison 4 PADN de GAL4 fusionné a différentes
protéines MeCP2 délétées et en testant la fonction répressive de la protéine de fusion ainsi
formée sur un géne rapporteur présentant la séquence de liaison de GAL4.

Une fois liée aux cytosines méthylées, la protéine MeCP2 réprime la transcription par
l'intermédiaire d'un complexe multiprotéique comprenant le co-répresseur Sin3A et les
HDAC1 et 2 qui modifient la structure de la chromatine en une forme non accessible 4 la

transcription. En d’autres termes, la méthylation des cytosines induit la désacétylation des



histones, le remodelage de la chromatine et donc la répression transcriptionnelle (Nan et al.

1998 ; Jones et al. 1998) (figure 10).

Figure 10 : Complexe de répression transcriptionnelle via MeCP2 (d'aprés Razin, 1995)

NHAc: groupes amino-acétyl liés aux résidus lysines H3 et H4.
CMG : eytosine méthylée d'un dinucléotide 5'CpG3'

MeCP2 établit ainsi un lien fondamental entre la méthylation de ADN et la désacétylation
des histones, ce qui constitue une étape importante dans notre compréhension des mécanismes
de répression épigénétique des genes chez les vertébrés.

Récemment, deux articles (Yu et al. 2000 ; Kaludov et al. 2000) ont montré que la protéine
MeCP2 pouvait réprimer la transcription indépendamment des HDAC. Cette (ou ces) voie(s)
alternative(s) a (ont) été supposée(s) suite a quelques unes des observations suivantes : i)
MeCP2 peut réprimer la transcription a partir d’ADN nu dans un systéme in vifro, ¢’est-a-dire
en absence d’histones (Nan et al. 1997); ii) la répression transcriptionnelle par MeCP2 du
géne de la b-actine n’est que partiellement éliminée par la trichostatine (TSA, inhibiteur de
toutes les HDAC connues) (Jones et al. 1998 ; Nan et al. 1998 ; Cameron et al. 1999) ; et iii)
une déméthylation du promoteur inactif du géne F MR/ dans les cellules des patients atteints
du syndrome de I’X-fragile entraine une activation du géne, alors que l'acétylation des
histones H3 et H4 par 'action seule de la TSA ne permet pas la ré-expression du gene.

La premiére publication (Yu et al. 2000) démontre par des expériences de transfection que la
protéine MeCP2 peut réprimer la transcription de maniére HDAC-dépendante ou HDAC-

indépendante en fonction du promoteur étudié. En effet, MeCP2 exerce une forte répression
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sur le promoteur du virus SV40 qui ne peut étre éliminée par la TSA, alors qu’une plus faible
répression exercée sur le promoteur AAML (Adenovirus major late promotor), en utilisant le
méme plasmide rapporteur et dans le méme contexte cellulaire, est totalement levée par la
TSA. De plus, par une étude mutationnelle du domaine TRD de la protéine MeCP2, les
auteurs ont mis en évidence une région impliquée spécifiquement dans la voie de répression
HDAC-mmdépendante, et la participation du co-répresseur mSin3A dans cette voie. Dans cette
région, une mutation inactive totalement I’effet répresseur sur le promoteur SV40 du fait de
I"mmhibition de I’interaction entre MeCP2 et mSin3A, cette méme mutation ne leve pas 'effet
répresseur sur le promoteur AdML.

Dans la seconde publication (Kaludov et al. 2000), les auteurs ont mis au point et utilisé un
systéme de transcription simplifié¢ dans lequel facteurs de transcription purifiés, ADN nu et
protéine MeCP2 sont ajoutés "manuellement”. Ils ont validé leur systéme en retrouvant la
répression ciblée et a distance (jusqu’a 500 pb) par MeCP2 au niveau d’un ADN méthylé.
Leur systeme a permis de montrer que MeCP2 pouvait interférer avec la transcription en
empéchant la formation du complexe d’initiation par une interaction directe de MeCP2 avec
TFIIB, composant essenticl de la machineric basale de transcription, et, ceci.
imdépendamment des HDAC, puisqu’elles sont absentes du systéme.

Enfin, MeCP2 agirait non seulement comme un répresseur transcriptionnel dynamique mais
aussi jouerait un réle dans Parchitecture de la chromatine inactivée en se liant aux sites
d’attachements de la matrice nucléaire (MAR/SAR). En effet, ’homologue de MeCP2 chez le
poulet est la protéine ARBP (Attachment region binding protein) qui présente une haute

affinité pour ces régions (MAR/SAR) (Weitzel et al. 1997).

En conclusion, la protéine MeCP2 joue certainement un réle centrai dans plusieurs voies de
répression transcriptionnelie. On peut supposer que le choix de la voie est influencé par le
type cellulaire, la séquence d'ADN et par 1'architecture locale de la chromatine (Wade, 2001).
MeCP2 est la premiére protéine qui a permis d’établir un lien entre deux grandes
modifications épigénétiques de la chromatine (désacétylation et méthylation) et la répression
transcriptionnelle. La découverte, par la suite, de réles similaires pour les autres membres de
la famille MBD témoigne, sans doute, de la trés grande complexité de la régulation des génes

dans la cellule eucaryote a I"origine de la spécificité cellulaire.
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2.2.2.3. Fonction des autres MeCP

Des approches similaires ont été utilisées pour rechercher I’implication des autres membres de
la famille MBD dans la répression transcriptionnelle. Les protéines MBD1, 2 et 3 sont aussi
associces a des HDAC.

MBDI réprime la transcription grace & une coopération entre son domaine MBD, ses motifs
riches en cystéines (motifs CxxC analogues a ceux décrits dans DNMTT1 et dans la protéine
ALL-1 ou HRX du groupe trithorax de la Drosophile), son domaine TRD (localisé dans la
partie C-terminale de [a protéine et riche en résidus hydrophobes a la différence du TRD
hautement basique de MeCP2 (Fujita et al. 2000)} ainsi que des HDAC. Toutefois, ni
HDACI, ni Sin3 ne sont impliqués dans le mécanisme de répression par MBDI1. Ce
mécanisme pourrait constituer une autre voix d’inactivation transcriptionnelle via les HDAC
mais indépendante de celle de MeCP2 (Ng et al. 2000). Enfin, MBD1 posséde la particularité
de réprimer la transcription indépendamment de la méthylation. En effet, un des trois motifs
CxxC peut se lier a I’ADN non méthylé (Fujita et al. 2000).

Le complexe MeCP! agirait par le biais d’un complexe contenant les HDACI, 2 et les
protéines de liaison aux histones RbAp48 et RbAp46 ainsi que probablement MBD2 comme
protéine de laison 2 I’ADN (Ng et al. 1999). Toutefois, il existe une controverse quant au réle
de MBD2. En effet, Bhattacharya et al. (Bhattacharya et al. 1999) ont identifié une activité de
déméthylase pour la forme tronquée MBD2b de la souris. Ng et al. n’ont pas retrouvé cette
activité, et montrent par ailleurs son réle de répresseur dans le complexe MeCP1.

MBD3 a été aussi identifiée comme composant d’un complexe HDAC avec en plus une
activité de remodelage des nucléosomes (Mi2/NuRD) (Wade et al. 1999).

Seule MBD4 n’a pas été retrouvée associée avec des HDAC. Des sa découverte en 1998,
Hendrich et al. (Hendrich et al. 1998) ont montré que la protéine MBD4 possédait des
similarités de séquences avec les enzymes bactériennes de réparation de I’ADN. En 1999,
Hendrich a mis en évidence que MBD4 (rebaptisée thymine glycosylase MBD4) était capable

d’¢liminer efficacement une thymine ou une uracile appartenant & un mésappariement
5 TpG3°/3°Gp™CS’ in vitro. Le MBD de MBD4 se lie préférentiellement au mésapparicment

5°TpG3°/3°Gp™C5’ résultant de la désamination de la cytosine méthylée en thymine. Cette
protéine MBID4 serait bien impliquée dans la réparation de I’ADN et diminuerait donc [a

fréquence des mutations au niveau des cytosines méthylées.
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D. Objet de notre étude

La recherche de l'origine génétique du syndrome de Rett pendant une quinzaine d’années, a
abouti a "implication du géne MECP2 apportant ainsi un marqueur biologique indispensable
au diagnostic moléculaire de la maladie et donc au conseil génétique. Au cours de ce travail,
nous avons recherché les mutations au sein du gene MECPZ2 chez 270 patients non apparentés.
Nous avons, pour cela, développé et utilisé un panel d'approches complémentaires qui ont
confirmé l'implication du géne MECP2 dans le syndrome de Rett et mis en évidence différents
mécanismes mutationnels de ce géne. En effet, nous montrons que des mutations dans le géne
MECP2 peuvent étre en mosaique somatique, et que des réarrangements sur plusieurs
centaines de paires de bases existent dans ce gene. De plus, nous avons recherché des

remaniements au niveau chromosomique du locus MECP2.
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RESULTATS




I. Présentation des patients

Nous avons étudié 270 patients (255 filles et 15 garcons) dont les prélévements sanguins nous
ont €t¢ adressés par le biais de Passociation francaise du syndrome de Rett, ou par des
neuropédiatres depuis toute la France et la Belgique. Le laboratoire fait partie du consortium
national de diagnostic moléculaire du syndrome de Rett regroupant au total quatre
laboratoires : le laboratoire de Biochimie et Génétiqgue Moléculaire au CHU Cochin, Paris (Dr
T. Bienvenu), le laboratoire d’Hormonologie et de Biologie Moléculaire au CHU Bicétre,
Paris (Dr N. de Roux), INSERM U491-Génétique Médicale et Développement au CHU La
Timone, Marseille (Dr L. Villard) et le laboratoire de Génétique au CHU Brabois, Nancy (Pr
P. Jonveaux).

Parmi les 255 patientes ¢tudiées, nous pouvons distinguer deux catégories principales : une
regroupant les patientes avec un syndrome de Rett typique (92) et F'autre celles présentant un
phénotype atypique (140). Il est & noter que le terme "atypique" désigne ici toutes les patientes
n'ayant pas un syndrome de Rett classique (et pas seulement les patientes présentant le variant
dénommé syndrome de Rett atypique défini par Hagberg et al. (Hagberg et al. 1994)). 1l est
parfois difficile de poser précisément le diagnostic de syndrome de Rett, étant donné l'aspect
clinique hétérogene et évolutif de cette pathologie. Pour 23 patientes, nous n’avons eu aucun
renseignement clinique. |

Par ailleurs, 15 gargons ont été analysés. Les phénotypes de ces garcons sont tres variables.
Trois nous ont été adressés dans le contexte d’un retard mental familial pour lequel les
données généalogigues sont compatibles avec une transmission liée au chromosome X. Les
autres patients montrent un retard global des acquisitions motrices associé & un retard mental
et une absence de langage. Sont notés parfois une microcéphalie (5 cas), des convulsions (4

cas), des stéréotypies (3 cas) et un retard de croissance intra-utérin (2 cas).
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II. Recherche de mutations dans le géne MECP2 a Péchelle

moléculaire

1. Premiére stratégie de criblage du gene MECP2 : en trois étapes

Dans un premier temps, nous avons choisi la technique de CSGE (Conformation Sensitive Gel
Electrophoresis). Pour réaliser cette technique, nous avons eu recours aux couples d'amorces
précédemment publiés par Amir et collaborateurs (Amir et al. 1999). La séquence du géne
MECPZ est divisée en huit fragments chevauchants permettant ['amplification de toute Ia
région codante du géne ainsi que les zones de jonction exon/intron (figure 11). Etant donné la
petite taille de la région codante du géne MECP2 (1461 nucléotides), et sachant que la
technique de CSGE, comme toute technique de précriblage, ne détecte pas ’ensemble des
mutations, nous avons décidé de séquencer systématiquement la séquence codante du géne
MECP2 pour les patients qui ne présentaient aucune mutation délétere détectée par CSGE.
Parallélement, nous avons mis au point une approche par Southern blot afin de metire en
é¢vidence des remaniements de taille plus importante non détectés par la CSGE et le
séquencgage.

Ainsi, la recherche de mutations dans le géne MECP2 s’est articulée, en premier lieu. autour
de trois approches - i) précriblage par la technique de CSGE, ii) séquengage, ii1) technique de

Southern blot.

Figure 11 : Position des 8 couples d'amorces utilisés pour la CSGE et le séquencage
systématique, sur le géne MECP2.
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I.1. La technique de CSGE

Initialement décrite par Ganguly et al. (Ganguly et al. 1993), la CSGE détecte les variations
de séquence hétérozygotes présentes dans une région préalablement amplifiée par PCR. En
effet, des modifications de séquence a l'état hétérozygote engendrent la formation
d'hétéroduplex par P'appariement entre un brin du produit de PCR correspondant a "alléle
normal et le brin complémentaire de I'amplicon dérivé de I’aliele muté. T.e mésappariement
présent au sein des hétéroduplex modifie la structure spatiale de ces molécules d’ADN
double-brins et affecte donc leur migration dans un gel d’acrylamide semi-dénaturant. Une
diminution de la mobilité des hétéroduplex est observée par rapport a celle des homoduplex.
Théoriquement, quatre bandes correspondant aux deux hétéroduplex et aux deux homoduplex
sont obtenues (figure 12). Dans la pratique, la séparation des deux hétéroduplex (et des deux
homoduplex) est rarement visualisable sur le gel d’acrylamide. Ainsi, deux bandes sont
généralement révélées, une caractérisant les deux hétéroduplex, et 'autre les homoduplex.
Chez les garcons, du fait de 'hémizygotie pour le chromosome X, un mélange du produit de
PCR du patient avec celui d'un témoin garcon est nécessaire. Ce mélange subit une
dénaturation a 98°C swivie d'une réassociation a 68°C permettant fa formation d'hétéroduplex

"artificiels” 'l y a une différence de séquence entre les deux individus.

T
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Figure 12 : Principe de la CSGE

1.2. Séquencage et interprétation des variations nucléotidiques

La nature (mutation délétére ou polymorphisme neutre) des modifications de séquence
détectées par CSGE (et par toute technique de précriblage) ainsi que leur position sont
déterminées par le séquengage du produit de PCR.

L'interprétation des résultats du séquencage peut étre plus ou moins évidente. Nous pouvons
regrouper les résultats en deux catégories : celle pour laquelle l'interprétation en mutation
délétére ou en mutation silencieuse, est évidente (catégorie 1), et celle pour laquelle il est
difficile de conclure {catégorie 2).

Dans la catégorie 1, nous rassemblons les mutations non-sens, les mutations entrajnant un
décalage du cadre de lecture et les mutations silencieuses. Les mutations non-sens ou les
délétions/insertions décalant le cadre de lecture entrainent ’apparition d’un codon stop
précoce. La protéine potentiellement synthétisée sera tronquée et pour les délétions/insertions,
ne contiendra pas les bons acides aminés en aval du codon stop prématuré. Elle sera donc
certammement non fonctionnelle. Le caractére délétére est hautement problable dans ce cas-1a,

bien qu'un doute subsiste si le codon stop apparait a proximité du codon stop naturel
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(Mazoyer et al. 1996). Les mutations silencieuses qui ne causent aucune modification de la
séquence protéique, résultent de la dégénérescence du code génétique au niveau de la
troisieme position du codon de certains acides aminés. Elles peuvent, dans de rares cas,
entrainer une modification de I'épissage.

La catégorie 2 comprend les mutations faux-sens et les délétions/insertions dont le nombre de
nucléotides impliqués est un multiple de trois. Dans le cas des mutations faux sens, plusieurs
approches complémentaires sont possibles afin de conclure & un polymorphisme ou & une
mutation délétere. La premiére consiste & se référer aux données de la littérature afin de
vérifier si I’anomalie a déja été décrite en tant que mutation ou polymorphisme. En paralléle,
il faut rechercher cette anomalie chez les parents. Si aucun des deux parents ne porte ce
variant, c'est en faveur d’une mutation de novo délétere. Si un des deux parents le porte,
I'interprétation dépend du mode de transmission de la maladie (dominant, récessif, 1ié au
chromosome X). Si le changement d'acide aminé n'est pas décrit dans la littérature, et en plus
de la recherche familiale, un séquencage de la région incriminée chez une centaine
d’individus de la population générale peut permettre de répondre & la question. En effet, si
I’anomalie est retrouvée ne serait-ce qu’une seule fois dans la population générale, on conclut
a un polymorphisme rare. En revanche, 1’absence de la modification chez des témoins n'exclut
ni un polymorphisme rare ni une mutation. Si le géne est conservé entre les especes, et/ou s’il
appartient & une famille de génes, on peut comparer les séquences protéiques et vérifier si
’acide aminé affecté par la mutation est conservé ou non. Si c'est le cas, c'est un argument
supplémentaire en faveur d’une mutation.

Les délétions (ou insertions) comprenant un nombre de nucléotides multiple de trois
n'entrainent pas de décalage du cadre de lecture. Toutefois, elles peuvent ou non se produire
en phase avec le cadre de lecture du gene. Si elles se produisent en phase, la protéine
potentiellement synthétisée présentera une délétion (ou une insertion) proportionnelle au
nombre de nucléotides délétés (ou insérés) sans qu’il y ait de modification de la séquence en
aval de la délétion (ou de I’msertion). Si la délétion/insertion comprenant un nombre de
nucléotides multiple de trois, ne se produit pas en phase avec le cadre de lecture, en plus de la
délétion (ou de I’insertion), I’acide aminé faisant la jonction risque d’étre modifié. Dans les
deux cas, la conséquence sera plus ou moins grave en fonction du nombre de nucléotides
délétés ou msérés et/ou en fonction de la région atteinte (domaine fonctionnel ou catalytique
par exemple).

Pour toutes les mutations de la catégorie 2, seules des études fonctionnelles de la protéine

anormale donneront une réponse plus proche de la réalité quant 4 la conséquence de la



mutation. De telles études fonctionnelles sont envisagées en dernier recours, dans le cas de
maladies fréquentes (comme la mucoviscidose) pour lesquelles il est indispensable de savoir
si la mutation a un effet délétére ou non afin de confirmer ou d'infirmer le diagnostic et

surtout pour la réalisation d'un diagnostic prénatal.

1.3. Les résultats obtenus par CSGE et séquencage

Par CSGE et séquencage systématique, nous avons détecté 27 mutations et 12
polymorphismes différents chez 84 patients, 75% des 27 mutations et des 12 polymorphismes
ont ¢été détectés par CSGE.

Ces 27 mutations se répartissent aussi bien en mutations faux-sens (7) et non-sens (6) dues &
des substitutions, en mutation a un site d’épissage (1) qu'en mutations décalant le cadre
de lecture (mutations frameshift) (13) dues a des délétions/insertions. Dans notre série, la
CSGE détecte toutes les altérations dues a une insertion ou a une délétion. Par contre, cette
technique n'a mis en évidence que 62,5% (15/24) des substitutions (mutations et
polymorphismes confondus). Ce taux faible de détection peut s’expliquer par le fait que la
CSGE est sensible a la position de 'anomalie dans le fragment (si elle est proche d’une
extrémité, elle peut ne pas étre détectée), et & la séquence intrinséque du produit de PCR. En
effet, une variation nucléotidique dans une séquence riche en bases G et C sera plus difficile a
mettre en évidence car la déstabilisation engendrée par le mésappariement modifiera moins
facilement la conformation spatiale des hétéroduplex et donc leur migration par rapport a celle
des homoduplex. Le tableau XI résume ’ensemble des mutations et des polymorphismes
identifiés au sein du géne MECP2 chez des patientes atteintes d’un syndrome de Rett ainsi

que leur récurrence.
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Tableau XIII : Mutations (A) et polymorphismes (B) identifiés dans le géne MECP2 par

CSGE et séquencage

Lastérisque désigne les mutations ou polymorphismes détectés par CSGE. Les mutations ou

polymorphismes sont écrits selon les recommandations de Antonarakis et al. (Antonarakis et

al. 1998)
A.

délétion/insertion

1150-1193del*

1155-1157insT*

1155-1184del*

1157-1188del*

1158-1201del*

1164-1207del*

Mutations Récurrence
316C>T, R106W* 4
438C>G, D156E 1
473C>T, T158M* 5
faux-sens 481G>T, G161 W= 1
905C>G, P302R* I
916C>T, R306C 5
917G>A, R306H 1
146C>A, S49X 2
502C>T, R168X 7
508C>T, Q170X 1
non-sens
763C>T, R255X* 7
808C>T, R270X 4
880C>T, R294X* 8
4 un site d’épissage IVS3-2A>C* 1
117-118insA* 1
439delG* 1
480delT* 1
752-753insCGCCC* 1
806delG* 2
308delC* 1
1
1
1
1
2
2
1

1454-1457del
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Polymorphismes Récurrence
210C>T, S70 1

1VS3+22G>C* 1
IVS3-18insG* 3
IVS3-61G>C* 1
582C>T, S194* 1
897C>T, T299+ 1
1070C>T, S357 1
1

1

1

1

1

1189G>A, E397K*
1197C>T, P399
1330G>A, A444T*
1470G>A*
1560-1561insT*

Nous avons démontré, lorsque nous disposions de I’ADN des parents (70% des cas) qu’il
s’agissait toujours d’une néo-mutation, confirmant le caractére sporadique du syndrome de

Rett.
1.3.1. Les mutations faux-sens

Toutes les mutations faux-sens excepté la mutation G161W, ont été décrites de maniére
récurrente et par différents auteurs (Amir et al. 1999 ; Wan et al. 1999 ; Amano et al, 2000 ;
Amir et al. 2000 ; Bienvenu et al. 2000 ; Buyse ¢t al. 2000 ; Cheadle et al. 2000 ; De Bona et
al. 2000 ; Hampson et al. 2000 ; Hupkke et al. 2000 ; Xiang et al. 2000 ; Auranen et al. 2001 ;
Giunti et al. 2001 ; Hoffbuhr et al. 2001 ; Inui et al. 2001 ; Laccone et al. 2001 ; Sung Lae Lee
et al. 2001 ; Monros et al. 2001 ; Nicolao et al. 2001 ; Nielsen et al. 2001-a; Yamada et al.
2001 ; Yamashita et al. 2001 ; Vacca et al. 2001 ; Zappella et al. 2001 ; Bourdon et al. 2001-
a). Elles affectent toutes un domaine fonctionnel (MBD ou TRD) de la protéine MeCP2, ce
qui argumente quant a leur implication dans la pathogenése du syndrome de Rett.

La mutation G161W de novo, décrite pour la premiére fois par notre étude, entraine le
changement du résidu hydrogéne de la glycine en un hétérocycle (noyau indole) du
tryptophane. On peut supposer que ["encombrement stérique résultant de cette substitution est
a Dorigine d’une modification conformationnelle de la protéine MeCP2. Par ailleurs, la

glycine appartient a Ja séquence consensus du MBD caractérisant la famille des protéines se
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liant aux cytosines méthylées (Wakefield et al. 1999). Enfin, cet acide aminé est conservé
depuis le xénope jusqu’aux mammiféres, et un séquengage de 100 chromosomes d’individus
témoins n’a jamais révélé une telle substitution a la position 161 de la protéine. Il semble done
licite de penser, devant ce faisceau d'arguments, que ce changement d’acide aminé G161W est

bien une mutation délétére.

1.3.2. Les mutations non-sens et les mutations perturbant le cadre de

lecture

Les mutations non-sens et les mutations a "origine d’un décalage du cadre de lecture
provoquent directement ou indirectement ’apparition d’un codon stop prématuré. Selon la
position de ce codon stop prématuré, I’ARNm synthétisé sera reconnu et dégradé par le
systéme de dégradation des ARNm (NMD : nonsense-mediated mRNA decay, Maguat 1996 ;
Culbertson 1999) empéchant ainsi la synthése de protéines trop incomplétes.

Nous avons identifié six mutations non-sens différentes retrouvées chez 29 patientes ; toutes
(R168X, Q170X, R255X, R270X et R294X) excepté la mutation 549X, ont été¢ maintes fois
décrites dans la littérature (Amir et al. 1999 ; Wan et al. 1999 ; Amano et al. 2000 ; Bienvenu
et al. 2000 ; Buyse et al. 2000 ; Cheadle et al. 2000 ; De Bona et al. 2000 ; Hampson et al.
2000 ; Hupkke et al. 2000 ; Xiang et al. 2000 ; Auranen et al. 2001 ; Laccone et al. 2001 ;
Nielsen et al. 2001-a ; Vacca et al. 2001 ; Bourdon et al. 2001-a).

Nous pouvons classer les mutations perturbant le cadre de lecture en deux catégories
différentes : d’un cdté les mutations qui n’impliquent que quelques nucléotides (<5 pb), et de
Pautre, celles qui impliquent quelques dizaines de nucléotides. A 1’exception de la mutation
1454-1457del, toutes les mutations de la premiére catégorie touche un domaine fonctionnel de
la protéine. La mutation 806delG a été décrite une dizaine de fois dans la littérature (Wan et
al. 1999 ; Cheadle et al. 2000 ; Giunti et al. 2001 ; Nicolao et al. 2001 ; Vacca et al. 2001 ;
Bourdon et al. 2001-a). La mutation 1454-1457del présente la particularité¢ de se situer a
moins de 10 pb du codon stop du gene MECP2. Nous n’avons pu déterminer les bornes
exactes de cette délétion étant donné que les quatre nucléotides potentiellement délétés
appartiennent 4 une répétition AG. Quelle que soit Ja position de la délétion, elle provoque

Iinsertion de 25 acides aminés au sein de la protéine MeCP2 (figure 13).
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5' . ACCGAG AQ@E’IGA ctitacacggagc....cctlatgggtag .3

T E R V S ¢ séquence normale

Délétions |AGTT| ,ou| GTTA| , ou | TTAG

25 codons ajoutés

5 ACCGAGAGAGCT GAC TI'TACA CGG AGC....CCT TAT GGG TAG j_“3'
T E R A N F T R S P Y G

séquence mutée

Figure 13 : Mutation 1454-1457 del

Le codon stop TGA de la séquence normale est souligné marquant la fin de la séquence
traduite (en majuscule). Du fait de la répétition de quatre AG (notée en ilalique), les hornes
de la délétion ne pewveni étre déterminées exactement. La séquence mutée se termine parle
codon stop TAG (en gras) situé 25 codons en aval du codon stop de la séquence normale
(souligné). Est indiquée pour chagque séquence nucléotidique codante la séquence protéique
correspondante.

La cytosine en position 808 peut étre impliquée soit dans la mutation non-sens R270X du fait
de sa substitution par une thymine, soit dans la mutation perturbant le cadre de lecture
808delC par sa délétion.

La deuxieme catégorie de mutations & 1’origine de décalages du cadre de lecture constitue une
caractéristique mutationnelle du géne MECP2. En effet, cette deuxiéme catégorie est
composée dans notre série, de cing délétions de 26 4 43 pb qui affectent une région précise du
géne (entre les positions 1150 et 1164) située aprés les deux domaines fonctionnels. Des
délétions similaires ont été publiées dans la quasi totalité des articles relatant une analyse
mutationnelle du géne MECP2 (Amano et al. 2000 ; Bienvenu et al. 2000 ; Buyse et al. 2000 ;
Cheadle et al. 2000 ; De Bona et al. 2000 ; Hampson et al. 2000 ; Hupkke et al. 2000 ; Xiang
et al. 2000 : Auranen et al. 2001 : Giunti et al. 2001 ; Hoffbuhr et al. 2001 ; Inut et al. 2001 ;
Laccone et al. 2001 ; Sung Jae Lee et al. 2001 ; Monros et al. 2001 ; Nicolao et al. 2001 ;
Nielsen et al, 2001-a; Yamada et al. 2001 ; Yamashita et al. 2001 ; Vacca et al. 2001 ;
Zappella et al. 2001 ; Bourdon et al. 2001-a).
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1.3.3. Une mutation a un site d’épissage

De part et d’autre d’un intron, au niveau des jonctions exon/intron se trouve des séquences
consensus de quelques paires de bases : le site donneur d’épissage en 5° de [I’intron
(GUAAGU), le site accepteur d’épissage en 3’ (PyNCAG). En plus de ces deux séquences,
mtervient dans la formation de la boucle au cours de la réaction d’épissage, le site de
branchement (PyNPyPyPuAPy) situé une vingtaine de bases en amont de l'extrémité 3' de
Fintron. A l'exception des cing bases GU, A, AG qui sont conservées dans 100% des ARNm,
et dont une modification est délétére, une altération au niveau d'une des bases plus ou moins
conservées peut également engendrer un mauvais épissage de lintron responsable d'un

décalage du cadre de lecture et donc de l'introduction d'un codon stop précoce (figure 14).

Exon n N Intronn . Exonntl
o 5 SBEE S 2LpEn oo S s
| 4 agleu — >\ PyNPyPyPuAP ——PyNCAG |- !
51 = AG|GU AAGU——N PYNPYPYPUAPY — Py 3

i . site accepteur
SI,t,e {‘ionneur site de branchement d'éni p
d’'épissage épissage

Figure 14 : Séquences consensus des jonctions exon/intron et du site de branchement.
Les pourcentages indiquent la fréquence a laguelle la base est retrouvée dans différents ARNm.

Nous avons identifié une mutation au site accepteur d'épissage de Pintron 3 du géne MECP2,
il s'agit de la transversion IVS3-2A>C. Afin de détermmer la conséquence de cette mutation,
nous avons amplifié par RT-PCR, a partir de I’ ARNm extrait d’une lignée lymphoblastique de
la patiente, un fragment de 526 pb (par le couple d’amorces 2BF/3AR, figure 11) comprenant
la jonction entre les exons 3 et 4. Le séquencage du produit d'amplification a révélé
I’existence de deux populations d’ADNc chez cette patiente. En effet, nous avons retrouvé la
séquence normale, et une séquence comportant une délétion de 7 pb. L’analyse de cette
séquence délétée a montré que la mutation engendrait 1’utilisation d’un site accepteur
d’épissage cryptique localisé 7 pb en aval dans I'exon 4. Ainsi, pour l'allicle déléte, le
spliceosome ne peut utiliser le site normal du fait de a mutation, mais utilise un site cryptique
7 pb en aval entrainant un décalage du cadre de lecture sur dix codons avant I’introduction

d’un codon stop précoce (figure 15). Si PARNm n’est pas détruit par "le systéme de



dégradation” des ARNm (nonsense-mediated mRNA decay, Maquat 1996 ; Culbertson 1999),
ce qui est probablement le cas étant donné que nous amplifions les deux populations dARNm

par RT-PCR, la protéine résultante se termine par un domaine MBD tronqué.

A. EXON3 intron3 EXON4
....... ATCAAgtaagt......ccccacagTCCCCAGGGA......  normal
IVS3-2A>C
....... ATCAAgtaagt......ccecaccg TCCCCAGGGA......  patiente
B.

[1Ill!||I

GATCAATCCCCAGGAG

GATCAALNG 2440000

normal patienie

....... ATCAAWTCCCCAGGGA...... normal

....... ATCAAWGGA...... patiente

Figure 15 : Caraciérisation de l'effet de la mutation IVS3-24>C sur la transcription du géne MECP2

A. Identification de la transversion 1VS3-24>C au site accepteur d'épissage de l'intron 3 (séquence en
rouge).

B. Le séquencage du produit de RT-PCR de 526 pb met en évidence deux populations d'ADNc chez la

patiente.

C. L'interprétation de la double séquence montre une délétion de 7 pb chez la patiente. Ceci s'explique
par l'utilisation d'un site accepteur d'épissage cryptique localisé 7 pb plus loin (le nuciéotide souligné

indigue la base mutée).



1.3.4. Les mutations silencieuses ou polymorphismes

Nous avons identifié cinq mutations silencieuses (S70, S194, T299, S357 et P399) dont deux
avaient déja été rapportées dans la littérature (S194 par Amir et al. 2000 et T299 par Cheadle
et al. 2000).

Les deux subétitutions a I"origine des changements d’acides aminés E397K et A444T ont été
classées parmi les polymorphismes car elles ont ¢été identifi¢es chez des patientes présentant
par ailleurs une mutation classique (T158M pour E397K et R168X pour A444T). De plus, la
substitution E397K a été aussi publiée comme un polymorphisme par 1’équipe de Zoghbi
(Wan et al. 1999). Tous les autres polymorphismes (IVS3+22G>C, TVS3-18insG, IVS3-
61G>C, 1470G>A, 1560insT) touchent des régions introniques ou non codantes du geéne
MECP2 et ont été détectés pour trois cas chez des patientes porteuses par ailleurs de
mutations délétéres.

Aucune variation de séquence (mutation délétére ou polymorphisme) n'a été détectée chez les

huit garcons étudiés par CSGE et séquencage.
2. Seconde stratégie de criblage du géne MECP2 : en deux étapes

L'acquisition dun systeme d'analyse d'hétéroduplex par DHPLC (Denaturing High
Performance Liquid Chromatography) couplé a un collecteur de fragments nous a permis
d'éliminer 1'étape de séquengage systématique et de baser ainsi notre recherche de mutations
dans le géne MECP2 sur i} précriblage par DHPLC et 1i) technique de Southern blot pour

déceler de plus grands remaniements.
2.1. La technique de DHPLC

La DHPLC, technique mise au point récemment (Oefner et al. 1995, 1998 ; Liu et al. 1998 ;
O'Donovan et al. 1998) repére les hétéroduplex formés spontanément au cours des cycles de
la PCR. La séparation des produits de PCR se fait dans une colonne composée d'une phase
stationnaire (ou matrice) et d'une phase mobile. La phase stationnaire est formée de billes non
poreuses électriquement neutres et la phase mobile est un tampon contenant du TEAA (Tri-
Ethyl-Ammonium-Acetate) a 0,IM. Le TEAA lie les molécules dADN aux billes en
établissant d'une part des interactions hydrophobes avec les billes, et d'autre part des

interactions ioniques avec les molécules &’ ADN (hétéroduplex et homoduplex) (figure 16).
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Figure 16 : Interactions entre I'ADN, le TEAA et la mairice
La molécule de TEAA est indigquée en bleu.
Seul un brin de la molécule d'ADN est schématisé en noir.

Les différentes molécules d'ADN sont éluées par une solution de concentration croissante en
acétonitrile, en fonction du nombre d'interactions qui les lient a fa matrice via le TEAA. Du
fait du mésappariement, la conformation des hétéroduplex n'est plus celle de 'ADN double
brin de type B, les groupements phosphates ne sont plus localisés a I'extérieur de la molécule,
il y a donc moins d'intéractions entre les hétéroduplex et la matrice qu'entre les homoduplex et
Ja matrice. Les hétéroduplex sont ainsi élués avant les homoduplex. En jouant sur la
température, on favorise la déstabilisation des hétéroduplex, ce qui permet de micux les
différencier des homoduplex. Les produits €lués sont détectés par mesure de l'absorbarnce a
260 nm, les résultats sont obtenus sous forme d’un chromatogramme. En théorie, le
chromatogramme doit contenir quatre pics, un pour chaque molécule (figure 17). Dans la
pratique c'est plus souvent deux (un pour les hétéroduplex, un pour les homoduplex) voire
trois pics (un pour chaque homoduplex et un pour les deux hétéroduplex) qui sont obtenus.
Cette technique est a ’heure actuelle la plus performante, son taux de détection de variations

de séquences est supérieur a 96% (Xiao et al. 2001).
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Figure 17 : Chromatogramme théorique de DHPLC (d'aprés Xiao et al. 2001)

2.2. Application de la DHPLC au géne MECP2

La technique de DHPLC nécessite une étape de mise au point permettant la détermination des
températures optimales d'analyse des produits de PCR pour détecter des mutations. Nous
avons réduit le nombre de couples d'amorces utilisés pour la CSGE de huit a six et nous avons
modifié certaines amorces d'aprés la publication de Buyse et al. (Buyse et al. 2000) (figure

18).
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Figure 18 : Position des 6 couples damorces utilisés pour la DHPLC surle géne MECP2

Afin de définir les températures d'analyse, nous avons utilisé¢ comme t€émoins les 27 mutations
précédemment identifiees par CSGE et séquencage systématique. Aucune mutation n'ayant
¢té rapportée dans l'exon 2 jusqu'a présent, nous nous sommes appuyés sur les conditions
définies par Buyse et al. (Buyse et al. 2000). Les produits de PCR 3 et 4a, étant les plus
grands (625 pb et 583 pb), contiennent plusieurs domaines de fusion nécessitant plusieurs
températures d'analyse : deux (59°C et 65°C) pour le fragment 3 et trois (61°C, 63°C et 66°C)
pour le fragment 4a. La technique de DHPLC détectant les mutations & l'état hétérozygote,
nous avons, comme pour la CSGE, mélangé les produits de PCR des gar¢ons avec ceux d'un
témoin masculin.

Les 27 mutations ont été identifiées dans une ou plusieurs conditions d'analyse par des profils
chromatographiques caractéristiques. Des exemples de chromatogrammes sont montrés dans

la figure 19.
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Figure 19 : Mutations détectées par DHPLC

A. Le chromatogramme de la mitation RI168X présente trois plcs comparé a celui du témoin.

B. Le chromatogramme de la mutation R306C montre deux pics comparé & celui du émoin.

Clest un séquengage du produit de PCR correspondant au chromatogramme anormal qui a permis de
déterminer la nature de la mutation.

Une fois que les conditions de détection des 27 mutations par DHPLC ont été étabiies, nous
les avons validées en deux étapes. Une premiére série de neuf patientes a €t¢ étudide en
parallele par CSGE/séquengage systématique et DHPLC. Nous avons obtenu 100% de
concordance entre les deux approches. Une seconde série de dix patientes a été testée a
l'aveugle par DHPLC. Les produits de PCR des patientes ne présentant pas de
chromatogrammes anormaux ont &té séquencés de facon systématique, aucune mutation ou
polymorphisme n'a été décelée, confirmant un taux de détection de 100% des mutations
connues au laboratoire. Nous avons ainsi décidé de ne plus séquencer les produits de PCR des
patients sans anomalie détectée par DHPLC, tout en gardant a l'esprit que nous avions
déterminé des conditions d'analyse a partir de mutations connues, sous-entendant la possibilité

de ne pas détecter d'autres mutations.
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2.3. Les résultats obtenus par DHPLC

Nous avons étudi¢ 104 patients par DHPLC (97 filles et 7 gar¢ons). Douze nouvelles
variations de séquence correspondant & dix substitutions et deux délétions, ont été décelées,
montrant que les conditions d'analyse définies n'empéchent pas la détection de variations de
séquence mconnues jusqu'alors au laboratoire. Le tableau XIV résume tous les mutations et

polymorphismes détectés par DHPLC dans fe géne MECP2.

Tableau XIV: Mutations et polvmorphismes identifiés dans le géne MECP2 par DHPLC.

L'astérisque désigne les nouvelles variations de séquence détectées par DHPLC.

Mutations Récurrence ‘
455C>G, P152R* 1

397C>T, R133C* |
473C>T, TIS8M |
ng‘m
28G>T,E10X% |
502C>T, R168X
763C>T, R255X
- 808C>T, R270X
106-112del*
délétions 696delC*
 806delG
variant 982C>G, L328V~+
135C>T, P45* |
IVS2-85G>A*
IVS3+94G>A*
polymorphismes 897C>T, T299
| 1233C>T, S411%

1240A>C, K414Q* |
2 |

L 1474C>T* |

faux-sens

non-sens

[ S e N

— e} ) g

|

[~ "

i

|k b b | ek | pk |k | e ]

|
i
i

Parmi les douze nouvelles modifications de séquence, 1l y a cinq mutations qui n'étaient pas
connues au laboratoire (E10X, 106-112del, P152R, RI33C et 696delC) dont trois sont
publiées : P152R, R133C et 696delC (Amir et al. 2000 ; Bienvenu et al. 2000 ; Buyse et al.

88



2000 ; Cheadle et al. 2000 ; Hupkke et al. 2000 ; Yamashita et al. 2001 ; Xiang et al. 2000 ;
Giunti et al. 2001 ; Vacca et al. 2001 ; Nicolao et al. 2001 ; Hoffbuhr et al. 2001). La mutation
E10X est proche de PPextrémité N-terminale de la protéine, elle se situe en amont du premier
domaine fonctionnel (MBD) de ia protéine. Trés peu de mutations aussi précoces dans la
séquence codante du géne MECP?2 ont été décrites dans la littérature (mutation Q19X (Kim et
al. 2000), K22X (Giunti et al. 2001), 42ins8 (Vacca et al. 2001), 46delC (Monros et al. 2001)
et 76delC (Nielsen et al. 2001-a)). 1l est probable que les ARNm synthétisés & partir de ces
alleles mutés soient dégradés avant toute traduction. La faible récurrence de ces mutations
précoces suggére qu'une diminution de moitié de la quantité de protéine MeCP2 produite
(dans le cas d'une inactivation du chromosome X aléatoire) a un effet plus délétére que les
autres mutations. Le réle potentiel de I'inactivation du chromosome X dans l'expression de ces
mutations sera discuté dans le paragraphe A IV-2.1 de la discussion.

Parmi les dix nouvelles substitutions, six sont des polymorphismes (P45, IVS2-85G>A,
IVS3+94G>A, S411, K414Q et C1474T). Deux sont des polymorphismes neutres : P45 et
S411. La substitution K414Q a été retrouvée chez le pére de la patiente. Les trois
polymorphismes restant touchent des régions introniques (IVS2-85G>A et IVS3+94G>A) ou
non codante du géne MECP2 (C1474T).

Deux de ces polymorphismes (P45 et IVS3+94G>A) ont été identifiés chez des gargons, ce
sont les seules anomalies de séquences détectées chez les 15 gargons étudiés au total dans
cette étude par CSGE/séquengage systématique et DHPLC.

Enfin, la derniére substitution (L328V) identifiée chez une fille, n'a jamais été décrite dans la

littérature. Nous attendons les prélévements des parents afin de poursuivre 1'analyse.

3. Deux cas particuliers
3.1. Mutations somatiques en mosaique (Bourdon et al. 2001-b)
3.1.1. La mutation 1165del26 : une découverte fortuite
Une analyse par DGGE (Denaturing gradient gel electrophoresis) réalisée au faboratoire de
Biochimie et Génétigue Moléculaire du CHU Cochin (Paris) sur I’ADN extrait de
lymphoblastes d’une patiente (patiente 1) présentant un syndrome de Rett typique, avait mis
en évidence la mutation 1165del26. Afin de déterminer le caractére de novo ou familial de

cette mutation, un prélévement de sang frais de cette patiente ainsi que ceux de ses parents
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nous ont ¢été envoyes par la suite, Connaissant exactement la mutation, nous avons
directement séquencé la région incriminée, nous n’avons pas retrouvé la mutation sur ’ADN
extrait des leucocytes. Surpris par ce résultat, nous avons envoyé un aliquot de notre ADN
extrait des leucocytes a Paris afin qu’ils réalisent la technique de DGGE. En paralléle, nous
avons réalisé la technique de CSGE, afin de confirmer ou d’infirmer P’absence de la mutation
sur I’ADN leucocytaire.

La méthode DGGE est fondée sur une électrophorése dans un gel de polyacrylamide
contenant une concentration linéairement croissante d'agents dénaturants de 'ADN (urée et
formamide). Le fragment analysé¢ migre sous l'influence du champ électrique, jusqu'au
moment ou 1l atteint la concentration critique d'agents dénaturants qui dissocie ses brins
d'ADN au niveau de la région la moins stable (appelée domaine de fusion). La molécule
d'ADN particllement dénaturée présente une structure branchée qui interagit avec la
réticulation du gel de polyacrylamide, ralentissant considérablement sa vitesse de migration.
La séquence d'un domaine de fusion détermine le degré de stabilité local. Le changement
d'une seule base altére la température de fusion d'un domaine donné, ce qui explique que deux
produits de PCR différant par une seule base dans un domaine de fusion, cessent Jeur
migration a des positions distinctes du gel. De la méme fagon que la technique de CSGE,
lorsqu’un fragment d’ADN contient une mutation a 1'état hétérozygote, quatre bandes peuvent
étre observées (deux correspondant aux homoduplex et deux aux hétéroduplex).

['analyse a partir de ’ADN leucocytaire par DGGE et par CSGE, a mis en évidence trois
bandes : les deux hétéroduplex et un seul homoduplex, I’homoduplex correspondant au
fragment délété est absent (figure 20. A-ligne 2, B-ligne 1). Nous étions face & un cas de
mutation en mosaique somatique chez une fille, jamais décrit jusqu’alors dans la littérature

pour le gene MECP2,
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Figure 20 : Détection de mutations en mosaique somatique par les techniques d'héréroduplex
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A. Résultats abtenus par DGGE pour la patiente I (photo transmise par T. Bienven),

Ligne 1: ADN extrait & partir de lymphoblastes. Toutes les bandes attendues sont présentes (2
hétéroduplex, 2 homodupliex).

Ligne 2 ; ADN extrait a partir de leucocytes. Il mangue l'homoduplex délété.

Ht : Hétéroduplex, Ho - Homoduplex; 40%-90% : gradient de formamide utilisé, la fléche
indique le sens de migration.

B. Résultats obrenus par CSGE pour la patiente 1 (lignes 1-3), et pour la patiente 2 (ligne 3).
Patiente I : Ligne 1 : l'absence de homoduplex deléié signe la mosaique somatique.

Lipnes 2 et 3 : le pere ef la meére de la patiente 1 ne sont pas porteurs de certe mutation.
Patiente 2 : Ligne 5 :  mutation en mosaigue somatique détectée chez la patiente 2 a partir de
leucocytes. La variation du profil électrophorétique par rapport a celui de la patiente I suggere que
les délétions somatiques en mosaique sont différentes chez les patientes 1 et 2.
Ligne 4 : exemple de profil obtenu par CSGE pour une délétion constitutionnelle de 31 pb localisée
dans la méme région du géne MECP2. Les bandes des deux homoduplex ont la méme intensizé.

Afin de quantifier le degré de mosaicisme, nous avons développé une approche semi-
quantitative par PCR fluorescente. Nous avons utilisé le couple d’amorces 3D (figure 11) dont
I’amorce 3DR a été marguée en 5° par le 6-FAM, amplifiant ainsi la région comprenant la
délétion. En calculant le rapport : aire du pic de 1’allele délété sur la somme des aires des pics
de I'alléle normal et de Palléle muté, nous avons estimé que 36% des leucocytes de la patiente
1 portent la mutation (figure 21.A-1).

Nous avons ici une représentation du mosaicisme au niveau du sang, mais qu'en est-il des
autres tissus de la patiente et notamment du cerveau, organe principalement atteint par le
syndrome de Rett ? Pour tenter de répondre & cette question, nous avons réalisé cette approche
semi-quantitative sur deux aufres tissus d’origine embryonnaire différente que le sang: des
cellules buccales (origine mésoblastique), et des cheveux (origine ectoblastique, la plus
proche du cerveau). Nous avons retrouvé un taux de mosaicisme du méme ordre dans les
cetlules buccales (30%) et un taux plus faible dans les bulbes de cheveux (17,5%) (figure 21.
A.2-3). Ainsi la mutation en mosaique a dii se produire tres t0t au cours de 'embryogenése
car elle est retrouvée dans les différents feuillets embryonnaires. Par atlleurs, ce cas confirme
que les lignées lymphoblastoides ne représentent pas toujours la réalité, puisque dans la lignée
issue des lymphocytes B de la patiente, toutes les cellules paraissent porter la mutation. Ceci
est dii soit a4 une sélection positive des cellules mutées transformées par le virus EBV, soit

plus vraisemblablement a un événement aléatoire.
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Figure 21: Evaluation semi-quantitative du taux de mosaicisme par PCR fluorescente

A. Patiente 1 : Electrophorégrammes analysés par le logiciel Genotyper® pour trois tissus
différents: sang (1), cellules de la mugueuse buccale (2} et cellules de bulbes de cheveux (3).
Chaque profil est présenté avec le ratio (T}, Ty et T3) correspondant au rapport

entre l'aire du pic délété et la somme des aives des 2 pics.

B. Patiente 2 : Profil obtenu par le logiciel Genotyper® & partir de sang, accompagné du ratio
du pic délété (Ty).



3.1.2. Criblage systématique

Forts de cette découverte, nous nous sommes demandés si d’autres cas de mutations
somatiques en mosaique ne nous avaient pas échappé. Etant donné que la région mutée mise
en cause chez la patiente 1 est une région {réquemment mmpliquée dans des petites délétions
dans le syndrome de Rett, nous avons criblé une cohorte de 29 patientes présentant un
syndrome de Rett typique et pour lesquelles nous n’avions pas mis de mutation en évidence.
Sur les 29 cas €tudiés, nous avons retrouvé un cas supplémentaire de mutation en mosaique
somatique (patiente 2). Cette mutation correspond a une délétion de 26 paires de bases avec
un taux de mosaicisme de 37% équivalent a celwi rencontré chez la patiente 1 (figure 21.B).
L’approche par CSGE a confirmé la mosaique somatique par la présence des deux
hétéroduplex et d’un seul homoduplex (I’homocduplex correspondant a 1’alléle délété étant
absent) (figure 20.B-ligne 5). Par contre, le séquencage ne détectant pas l'alléle délété, nous
n’avons pu dans un premier temps, localiser précisément les bornes de la délétion.
L'utilisation du collecteur de fragment couplé au systéme d’analyse d’hétéroduplex par
DHPLC nous a permis de purifier 1'allele délété (sans le cloner) et de le séquencer. I s'agit de
la délétion : 1164-1189del.

Ainsi, par ces deux cas, nous montrons les limites de détection du séquengage, notamment
pour le fragment du géne MECP2 étudié, puisque nous ne détectons pas la mutation qut est
présente dans environ 35% des cellules, soit 17,5% de chromosomes X. Des données récentes
de la littérature (Costa et al. 2000 ; Dunger et al. 2001) confirment la faiblesse de détection du
séquencage. Dunger et al. montrent méme qu'il faut au moins 50% d'alléle mutant du geéne c-
Jfos pour le détecter, ce qui correspond aux conditions de détection des mutations & I'état

hétérozygote.

3.2. La substitution 1126C>T, P376S

Parmi les modifications faux-sens identifiées, nous avons mis en évidence le changement
P376S. 1l présente la particularité de se situer en aval des deux domaines fonctionnels, ce qui
n’est le cas d’aucune mutation faux-sens décrite chez des filles atteintes d'un syndrome de
Rett jusqu’a aujourd’hui. Est-ce un polymorphisme ou une mutation délétere ?

Le séquencage de cette région chez 100 témoins féminins n’a jamais révélé cette
modification. Nous ’avons également recherchée chez les parents, et I’avons retrouvée chez

la mére de la patiente. Se posait alors la question des profils d’tnactivation des chromosomes
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X chez la mére et la fille, puisque la mére n’est pas atteinte, En effet, si le changement faux-
sens P3768S est responsable de la maladie de ’enfant, scules une inactivation biaisée d'un des
chromosomes X chez la meére et une inactivation aléatoire chez 'enfant peuvent expliquer les
phénotypes différents entre I’enfant et la mére. L étude de I’inactivation des chromosomes X
au locus HUMARA (Allen et al. 1992) a mis en évidence une inactivation biaisée (87,5-
12,5%) chez la mére et une inactivation aléatoire chez la fille (60-40%) (figure 22). Ces

résultats préliminaires sont en faveur du caractére délétére de la variation faux-sens P376S.

A. B
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Figure 22 : Résultats de l'étude de !'inactivation du chromosome X pour la familie B.

A. La mére est informative au locus HUMARA, elle présente deux alléles. 268 pb et 289 pb. La digestion par
Hpa Il met en évidence un biais d'inactivation. L'alléle 268 est porté par le chromosome X préférentiellement
tnactivé dans 87,5% de ses cellules, l'alléle 289 correspond au chromosome X actif dans seulement 12,5% des
cellules. Les pourcentages sont calculés a partir de l'aire des pics indiguée sous les pics.

B. La fille présente l'alléle 268 préférentiellement inactivé chez sa mére et un autre alléle (de son pére) présents

dans les proportions équivalentes apres la digestion par Hpa II. Elle a une inactivation aléatoire de ses

chromosomes X.

Une étude plus approfondie des membres de la famille de la patiente (figure 23) a mis en
évidence que la modification P376S est présente chez la grand-mére maternelle (I.1) et fait
surprenant chez 1’oncle maternel (11.4). Elle n'a été retrouvée ni chez la tante maternelle (11.3),
ni chez le grand-pére maternel (1.2) (figure 23). La présence de la substitution chez 1’oncle
maternel exclut F'implication de cette substitution dans la pathologie puisque celui-ci ne

présente aucun symptéme, et permet de conclure & un polymorphisme. De plus, 'analyse du



profil d'inactivation des chromosomes X montre qu'il est biais¢ chez la grand-mére (1.1, 94-
6%) porteuse de la modification ainsi que chez la tante (I1.3, 88,5-11,5%) non porteuse de la
substitution (figure 23). 11 semble donc exister dans cette famille une inactivation biaisée
familiale coségrégeant fortuitement avec la pathologie, puisque seule I’enfant présente une

inactivation aléatoire associée a un phénotype.
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Figure 23 : Ségrégation de la substitution 1126C>T et étude du profil d'inactivation

Sont présenides les séquences de chagque individu étudié montrant la ségrégation de la substitution 1126C>T
(identifice par la fleche). Elle est présente chez I-], II-2, 11-4, IIl-], et absente chez II-3.
Les pourcentages indiquent les résuliats obtenus [ors de 'étude de Uinactivation du chromosome X. Celle-ci

est biaisée chez I-1, I1-2, 1I-3, et est aléatoive chez HI-1.

La conséquence de cette substitution sur la protéine MeCP2 peut étre discutée, bien que seules
des expériences au niveau protéique permettraient d’en savoir plus. En effet, les deux
domaines fonctionnels de la protéine restent intacts, la protéme n’est modifiée gu’au niveau

d’un seul acide aminé, par ailleurs non conservé entre le xénope, le poulet, la souris et
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I’homme. Cependant, I’acide aminé modifié est une proline dont I’hétérocycle intervient
généralement dans le repliement tridimensionnel des protéines. 1l semble donc que la proline
en position 376 ne soit pas essentielle dans la structure tridimensionnelle de la protéine
MeCP2, étant donné que son changement par une sérine n’a pas de conséquence pathologique

apparente.

4. Les résultats obtenus par Southern blot

Toutes les recherches de mutations dans Ie géne MECP2 publides sont basées soit sur une
technique de séquencage direct (Xiang et al. 2000 ; Auranen et al. 2001 ; Cheadle et al. 2001)
soit sur une double approche : précriblage par une analyse d’hétéroduplex par DGGE, ou
SSCP, ou DHPLC, ou CSGE (Amir et al. 1999 ; Bienvenu et al. 2000 ; Buyse et al. 2000 ; De
Bona et al. 2000 ; Obata et al. 2000) et séquencage. Certaines mutations créant ou abolissant
un site de restriction, la digestion du produit de PCR peut étre utilisée soit en précriblage soit
pour confirmer Ia présence de la mutation (Wan et al. 1999 ; Hanefeld et al. 2000). Nous
avons développé, en plus des techniques classiques de précriblage par CSGE puts par
DHPLC, une approche de recherche de grands réarrangements du géne MECP2 par Southern
blot. La sonde utilisée correspond 4 "ADNc du géne MECP2 qui est amplifié en deux
fragments chevauchants a I’aide de deux couples d’amorces (MEC1/3BR et 3CF/3E'R) (figure
24).

ATG TGA

s

121 2 '
MEC1 3CF 3BR \3E'R

877 pb

856 pb

Figure 24 : Sonde utilisée pour le Southern blot

La sonde du Southern blot correspond a l'ADNc partiel du géne MECP2. Elle est obtenue par
deux RI-PCR a partir d'ARNm, amplifiant deux fragments chevauchants (couples MEC1/3BR
et 3CF/3E'R). Lamorce MEC] est a cheval sur les exons 2 et 3.
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Afin de choisir les enzymes de restriction permettant d'analyser la région génomique du géne
MECP2, nous avons réalisé une premiére technique sur deux ADN témoins avec cing
enzymes de restriction différentes : BamHI, Bglll, EcoRI, HindIll et Tagl, choisies en
fonction de la fréquence théorique de leur site de restriction. Ces études préliminaires ont
montré que les enzymes de restriction BamHI, Bglll et HindIII étaient les plus adéquates pour
I’analyse par Southern blot du géne MECPZ2. En effet, les fragments résultant de fa digestion
par ’enzyme Bglil, reconnus par la sonde ADNc du géne MECP2 ont une taille supérieure a
6,5 kb, les fragments provenant de la digestion par I'enzyme BamHI ou HindIIl ont une taille
plus petite, inférieure a 6 kb. Nous avons toujours réalisé cette technique avec les trois
enzymes Bglll, BamHI et Hindlli, en paralléle afin de reconnaitre les polymorphismes de
sites de restriction. Le Southern blot est effectué une fois le précriblage par CSGE ou DHPLC
opére.

Sur les 270 patients étudiés, en plus des 34 mutations identifiées par CSGE/séquencage
systématique et DHPLC, nous avons mis en évidence 11 profils de digestion anormaux, tous

sont retrouvés avec au moins deux enzymes de restriction (figure 25).
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Figure 25 : Réarrangements au sein du géne MECP?2 détectés par Southern blot.

Sont montrés les résultats obtenus avec deux enzvines de restriction : Bglll (4) et BamHI (B) pour 10
patientes. La patiente 2 présenie un fragment de jonction avec les deux enzymes (téte de fleche).
La patiente 9 montre un fragment de jonction avec Bgitl et un fragment plus intense avec BamHl (fléche).

Parmi ces 11 remaniements, 8 ont été¢ totalement caractérisés. Etant donné que 'intron 3 du
géne MECP2 est assez petit (756 pb), nous avons étudié, dans un premier temps, ces
remaniements au niveau génomique. Pour tous les remaniements détectés par Southern blot,
nous avons amplifié par PCR toute la région codante (depuis I’exon 3 jusqu’au codon stop
dans I’exon 4, couple d’amorces 2F/3R figure 26.A) a I'exception des 26 premiéres paires de

bases codantes localisées dans I’exon 2 du géne MECPZ2 (I'intron 2 s'é¢tend sur 60 kb). Sur les
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11 cas analysés, 5 ont montré deux bandes (figure 26.B-lignes 1 & 5), une correspondant &
I’allele normal de 2197 pb et une autre bande soit plus petite (figure 26.B-lignes 1 a 4), soit
plus grande (figure 26.B-ligne 5). Ainsi dans quatre cas, nous avons une délétion et dans un
cas, une insertion. Les bandes anormales étant trop grandes pour étre séquencées directement
(toutes sont supérieures 4 1,5 kb), des PCR successives sont réalisées afin de cerner le plus
finement possible les bornes des remaniements. Le produit de PCR est ensuite séquencé. Il a
été alors possible de caractériser au nucléotide prés les 5 remaniements : IVS3-107/937del,
382-1186del, 716-1267del, 730-1166del et 1159-1160ins300.

Lorsque [a PCR avec les amorces 2F/3R ne met pas en évidence une deuxiéme bande, une
autre PCR avec les amorces 3AF/3R2 centrée sur le dernier exon, est réalisée (figure 26.A).
Trois autres remaniements ont pu é&tre confirmés par cette PCR : 488-1190del, 1129-

2029%del+ins6 et 1157-2406del (figure 26.B-lignes 6 4 8).
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Figure 26 : Caractérisation des différents remaniements détectés par Southern blot

A. Position des deux couples d'amorces (2F/3R ef 3AF/3R2).

B. Résuitats des deux PCR chez huit patientes :

M : marqueur 250 pb, T1 : témoin de l'amplification 2F/3R (2197 pb), T2 : témoin
de l'amplification 3AF/3R2(2911 pb).

Lignes 1-5 : PCR réalisée avec le couple 2F/3R : pour cing patientes, présence
d'une seconde bande.

Lignes 6-8 : PCR réalisée avec le couple 3AF/3R2 . pour trois patientes, présence
d'une seconde bande.

Ainsi, les huit remaniements caractérisés correspondent dans sept cas a des délétions et dans
un cas & une insertion au niveau de Iexon 4 du géne MECP2. Le tableau XV et la figure 27

résument la position et la taille de ces huit réarrangements identifi¢s par Southern blot.



Tableau XV : Les huit réarrangements 1dentifiés par Southern blot.

Patient Remaniements

1 IVS3-107del666

2 382del804

3 488del702

4 716det551

5 730deld36

6 1129del900+ins6

7 1157del1249

8 1159-11601ns300

ATG TGA
26 27 377 378 486 625 430 1459
patient I 378-107 937
patient 2 382 1136
patient 3 488 1199
patient 4 716 1267
patient 5 730 1166
patient 6 1129 \\\\ 2029
patiel’l‘[ 7 1157, L:-‘ 2406
) ins3(0pb
patient 8 NS
1159-1160

Figure 27 : Localisation génomique des différents remaniemenis identifiés par Southern blot

Se pose la question des trois cas non élucidés. L ’hypothése d’un polymorphisme de site de
restriction peut &tre écartée car ces remaniements sont mis en évidence par au moins deux
enzymes différentes. Dans un cas, une étude de ’ARNm (extrait de lymphoblastes) a été faite
par RT-PCR successives, aucune n’a mis en évidence de bande de taille différente par rapport
a I’alléle normal. Une hypotheése pourrait étre I"existence d’une insertion (ou duplication) de

trop grande taille qui empécherait une amplification par PCR.
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Ainsi, la technique de Southern appliquée au géne MECP2 nous a permis de détecter 11
remaniements supplémentaires, ce qui représente 11,5% de toutes les mutations identifiées
dans notre série. Certes, la technique de Southern blot est assez lourde (en temps, et nécessite
la manipulation de radioactivité), et certains de ces remaniements auraient pu étre détectés par
la stratégie de long-PCR utilisée par Cheadle et al. (Cheadle et al. 2000) ou Bienvenu et al.
(Bienvenu et al. 2001). Toutefois, trois de ces remaniements : les délétions TVS3-107del666,
1129del900+ins6 et 1157del1249, n'auraient pas été décelés car la borne 5' de la délétion
IVS3-107del66, et les bornes 3' des deux autres, sont soit en aval soit en amont
(respectivement) des amorces utilisées par Cheadle et al. (Cheadle et al. 2000), ou par

Bienvenu et al. (Bienvenu et al. 2001).

5. Analyse de la région 3° non traduite du géne MECP?2

Comme nous ’avons vu dans Pintroduction, le géne MECP?2 est caracténisé par une région 3’
non traduite étonnamment longue (8,5 kb) contenant plusieurs sites potenticls de
polyadénylation (Coy et al. 1999 ; Reichwald et al. 2000). La comparaison de la séquence de
cette région entre les homologues humains et murins a révélé plusieurs bloes de séquences
hautement conservés, séparés par des régions plus divergentes. Coy (Coy et al. 1999) et
Reichwald (Reichwald et al. 2000) ont mis en évidence que le transcrit de 10 kb était le
transcrit le plus abondant dans le cerveau et que son site de polyadénylation appartenait & une
des régions hautement conservées entre la souris et I’homme.

Etant donné que I’atteinte neurologique est majeure dans le syndrome de Rett, nous avons
analysé chez 34 patientes et par CSGE uniquement, une régjon de 300 pb encadrant le site de
polyadénylation correspondant au transcrit de 10 kb. Trois variants ont été obtenus et le
séquengage a montré qu’ils correspondaient tous les trois & une insertion d’une cytosine dans
un motif poly-cytosines (figure 28). L’analyse chez 100 femmes témoins a mis en évidence
cette insertion dans sept cas, montrant qu’il s’agissait d’un polymorphisme neutre assez
fréquent (3,5%) dans la population générale. De plus, deux des trois patientes sont porteuses

par ailleurs, de mutations classiques. 1l s’agit donc bien d’un polymorphisme.
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souris t gactgeaago ttaasascasaaggcaatttattasggaaat pb9968

I|||||||I||||HI|i||||HH|HHH[HIHHHIHHHHHH||H
homme tagocaastgactgeaage ttasasaceassqgoaatttattaaggasat pb 13399

souris ttgtaccatttcsgtasacctgtoctquatgtacetgtatacgtttcasasscacaco———
FEEPTELESTCC T PR e et e ey e e ek 1
homme Ltgtaccatttcagtasscoctgtoctgaatgtacetgtatacghbttoassssacaccocoge
extrémité 3' du transcrit de 10 kb —

souris —coactgaaccoctgbaacctatttattatatasagaghttgoottatasstttacataa

CECEREEE TRP PR TR L e e e e e i
homme ceoactgaatoococtgtaacctatttattatatasagagttigoctiatesatttacatas

souris aatgtoocgtttgtgbetittgttgt—aasastoaagtg-gtttticataaggttctitia

PVRLETEETER R e e e e e ey e b e efd
homme aaatgtocgttbgbgtocttttgtigtaassatcaaghgattttttoataaggitotitta

Figure 28 : Séquence analysée dans la végion 3' UTR

La région soulignée correspond au motif poly-cytosines dans lequel a été trouvé l'insertion
d'une cytosine chez 3 patientes.

Les numéros de paires de bases correspondent aux positions déterminées a partir des
séquences AJ132922 (souris), et AF030876 (homme).

11I. Recherche de réarrangements dans le géne MECP2 a I’échelle

chromosomique (Bourdon et al. 2001-c¢)

La recherche de mutations dans le géne MECP2 par des techniques de biologie moléculaire
(CSGE, séquencage, DHPLC, Southern blot et PCR fluorescente semi-quantitative) nous a
permis de détecter 79% de mutations dans les cas typiques de syndrome de Rett, et 13% dans
les cas atypiques. Par contre, les grands remaniements génomiques échappent & ces techniques
de biologie moléculaire. Nous avons posé I’hypothése que chez certaines patientes,
I’ensemble de la région du locus MECP2 pouvait étre délété. Nous avons appliqué une
technique d’hybridation fluorescente in situ (ou FISH) sur chromosomes en utilisant le PAC
671D9 isolé et séquencé par Kathrin Reichwald de I’équipe du Dr Matthias Platzer de
I’Institut de Biotechnologie Moléculaire de Iena (Allemagne). Le PAC 671D9 comprend dans
un insert d’environ 100 kb la totalit¢ du locus MECP2 (Reichwald et al. 2000). Ce PAC nous
a permis d'explorer la région chromosomique du géne MECP2 chez 26 patientes pour
lesquelles nous avons une lignée lymphoblastique et qui présentent un syndrome de Rett
typique, majs sans mutation dans la région codante du géne MECP2. Aucun remaniement n’a
¢été mis en évidence (le caryotype des patientes est, par ailleurs, normal) (figure 29). Une

approche similaire réalisée chez trois patientes n'a décelé aucun remaniement (Nielsen et al.
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2001). Pour certains génes, la présence de séquences répétées flanquantes favorisent une
recombinaison illégitime entrainant soit une délétion soit une duplication du locus a l'origine
de pathologies génétiques. Par exemple, le géne STS en Xp22 est responsable de 1’ichtyose
liée au chromosome X par une délétion chez 90% des hommes atteints (Hernandez-Martin et
al. 1999). D'aprés notre étude, il semble donc que ce mécanisme mutationnel n'affecte pas le

géne MECPZ, dans le cadre du syndrome de Rett,

Figure 29 : Recherche de remaniements du géne MECP2 par FISH

La métaphase montre les deux signaux contréles turquoises localisés aux
centromeres des chromosomes X ainsi que les deux signaux verts correspondant a
hybridation de la sonde (PAC 671D9) sur les deux alléles du géne MECP2

dans la région Xq28. Aucun remaniement n'est détecté.
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A. Syndrome de Rett et géne MECP2

1. Le spectre mutationnel du géne MECP2

1. Quelques points chauds de mutations

En 1999, Amir et al. {Amir et al. 1999) mirent en évidence 5 mutations dans le géne MECP?
chez 29 patientes étudiées, ce qui représentait un taux de couverture du syndrome de Rett
d’environ 20%. Lors de la deuxiéme publication (Wan et al. 1999), le géne MECP2 fut
incriminé dans 50% des cas. Aujourd’hui, les analyses le mettent en cause dans 80 4 85%,
voire méme 100% des cas (Auranen et al. 2001). Cette augmentation est 4 corréler fortement
avec une sélection de plus en plus stricte des patientes présentant un syndrome de Rett
typique.

Nous avons étudié 270 patients parmi lesquels 92 filles présentent un syndrome de Rett
classique. Au total, 95 mutations ont €t¢ identifiées, soit environ 35% de mutations dans le
géne MECP2 pour l'ensemble des patients testés (filles et garcons confondus). Plus
précisément, une mutation dans le géne MECP2 est impliquée chez 79% des 92 patientes
atteintes d’un syndrome de Rett typique, et chez 13% des patientes porteuses un syndrome
atypique. Ces 95 mutations correspondent en réalité & 45 mutations différentes réparties tout
le long du géne avec plusieurs positions récurrentes (figure 30).

Ies données de la littérature rapportent I’étude d'environ 1000 patientes ; le tableau XVI

illustre la quasi-totalité des différentes mutations publiées ainsi que leur fréquence.
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)
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DI156E “
R106W = P302R TGA
R133C CRIR T
1]
X Ex3 MBD X\ Exd
60kb 0,7kb [T T
1150-1193del
E10X IVS83-2A>C 696delC | -]
R168X 1155-1184del
I saox R255X i
480 delT 1157-1188del
J R270X 111 1
106-112del 7 el 1158-1201del
I L 752-753 R294X T 1 I
inss
117-118 439 delG ns | I 1}64—‘%]07(1&1 t
insA
806del G 1165-1191del
| : - :
808del C 1164-1189del
Mutations faux-sens , :
IVS3-107del666 1155-1157insT
Mutations non-sens, décalage du cadre de lecture 382del804 I
P 5 > 1454-1457del
Remaniements détectés par Southern blot 488461702
Mautations somatiques en mosaique 716461551
ke Exom 730del436
CRIR: région d'interaction avec le co-répresseur mSinA3
1129del900+ins6
1157del 1249
Figure 30 : Les différentes mutations du géne MECP?2 identifiées au cours de ce travail. \ ,
Ne sont pas indiqués les trois remaniements détectés par Southern blot, mais non caractérisés précisément. 1158-1159ins300
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Mutations Localisation Do ?:;ine s?t:lsctliizz’:i(:;) AC::; dai:.?éiné Récu(n:)-ence Références (d}
exon3 MBD 289C>T be7yY 1 23)
exon3 MBD 291C>A D97E 1 7)
exon3 MBD 301C>A P1OIT 1 4)
exon3 MBD 302C>A P10TH 1 4)
exon3 MBD 302 C>T PIOIL 1 4)
exon3 MBD 301C>T PI01S 1 17}
exon3 MBD 317G=A R106Q 1 3)

1.2).4).5).6).7),
exon3 MBD 316C>T RI06W 2544 ﬂ;—_g—i—gm
notre étude
exon3 MBD ND Y120D i 12)
exon3 MBD 372G>C L124F 1 14)
1).2).4).5).7).11
exond MBD 397C>T R133C 2742 %1’%)%51’4%
notre étude
exond MBD 398G>T RI33L 1 9
faux-sens exond MBD 398G>A R133H 1 23)
exond MBD 401C>G S134C 6 4),5),14),16),17)
2).4),5),14),16).
exond MBD 455C>G P152R 1i+1 17).21).23),
notre étude
exond MBD 463T>A F1551 1 7)
exond MBD 464T>C F1558 2 1).2)
exond MBD 468C>G D156E 2+1 23.11).notre étude
exond MBD 472A>G T158A 1 17)
1),2).3).4),5).7),
11),12).14).15),
exond MEBD 473>T T158M 75+6 16),17),19),20
21).23),
notre étude
exond MBD 481G>T Gle1W 1 notre étude
exond TRD 674C>G P225R 6 2),4).9), 11),20)
exond TRD 898G>A V3001 1 21)
exond TRD 04C>G P302A 2 5).16)
exond TRD 905C>G P302R 1+1 3).notre étude
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Mutations

Localisation

Domaine

(a)

Nucleotide
substitué (b)

Acide aminé
mofifié

Récurrence

(<}

Références (d)

faux-sens

exond

TRD

905C>T

P302L

3

4),15),20)

exond

TRD

914A>G

K305R

2

20),23)

exond

916C>T

2),.3).43,5).6).7),

11),12}.14).15).

16),17),19),20),
21),23),

notre étude

exond

S17G>A

R306H

4), notre étude

exond

964C>G

P322A

3),16),21)

exond

965C>T

P3221.

5),23)

exon4

CTS

1461A>C

X487C

3)

non-sens

exon3

28G=T

E10X

=

notre étude

exon3

5CT

Q19X

—

8)

exon3

64A>T

K22X

16),17),21)

exon3

146C>A

849X

g | o

notre étude

exond

MDB

423C>G

Y141X

|

2),9),11),15),16),
17)

exond

CRIR

502C>T

73+10

21,3),4),5),6),7),
9N.12),14).15).16),

17).20),21).,23),

notre étude

exond

CRIR

S08C>T

Q170X

2+l

2),14), notre étude

exond

CRIR

S92A>T

R198X

3)

exond

CRIR

611C>T

5204X

22)

exond

CRIR

622C>T

Q208X

17)

exond

TRD

730C>T

Q244X

23)

exond

763C>T

R255X

63+9

1),2).31.4),5).6),
71.9).11).15).,16),
17),20),21),23},

notre étude

exond

T66A>T

K256X

2)

exond

8G8C>T

2).3).4).5),9.11},
12).14).15},16),
17),20),21).23).

‘nofre étude

exond

TRD

880C>T

R294X

2).334).55L7.9),
11),14),15).16),
171.20).213.23),

notre étude

site d'épissage

intron3

MBD

IVS3-2A>C

notre étude

intron3

MBD

IVS3-2A>G

2),5),23)
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Mutations Localisation Dol(:z;ine E:gié;;ig; Récu(l:)'ence Références (d)
exon3 42ins8 I 17)
exon3 46delC 1 20)
exon3 76delC 1 15)
exon3 100del4 1 )]
exonl 106del7 1 notre étude
exonl 117-118insA 1 notre étude
exon3 MBD 258deiCA 1 5)
exon3 MBD 345delC 1 10)
exond MBD 407del507+ ins8 1 4)
exond MBD 411delG 1 6)
exon4 MBD 431delA 1 9
exond MBD 439delG 1 notre étude
exond MDB 451delG 1 1D
exond MDR 480delT 1 notre érude
exond CRIR 543del2 1 13)

) exond CRIR 563delG 1 17)

&?:;if::i exond CRIR 620insT 2 1,2)
exond TRD 654deldbp 1 4)
exon4 TRD 677insA 1 3)
exond TRD 696delC 14+ 21). notre étude
exond TRD 704insG 2 16),21),23)
exond TRD 706delG 1 2)
exond TRD 710insT 1 22)
exond TRD 726del4 1 12)
exond TRD 736insAT 2 16),21)
exond TRD 747insC i 23)
exond TRD 752-753ins3 1 notre éfude
exond TRD 766dupl4 1 15)
exond TRD 770delG 1 14)
cxond IRD Blodelt B3| 17,50} nobe fhude
exond TRD 808delC 1+1 23), nofre étude
exond TRD 852del4 I 13)
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. . Domaine Nucléotide Récurrence o
Mutations Localisation (@) modifié (b) ©) Références (d)
exond TRD 855deld 1 23)
exond TRD 863del18 1 15)
exond TRD 380deilC 1 14)
881del289+
exond TRD 1187 del8 1 11}
exond TRD 895dei202 1 10)
exond CTS 98%ins18del8 1 10)
exon4 CTS 996insAG ] 10)
exond CTS 1193insC 1 16)
exond CTS 1124del53 2 1,11
1129del4ins4+
exond CTS 1149del46 | 13)
1038dei82+
exond CTS 1169del171+ 1 23)
1169dupl37
exond CTs 1127ins10bp 1 7}
délétions/ 1042del14+
insertions 1060del 14+
exond CTS 1100del3+ 1 18)
1137del26+
1177del8
1050del15+
exond CTS 1087del28+ 1 18)
1137del70
exond CTS 118%insA 1 i
exond CTS 1194insT 1 3
exond CTS 1195insT 1 2)
exon4 CTS 1198insC 1 21)
exond CTS 126%insC 1 14)
exond CTS 1364insC 1 5)
exond CTS 1454del4 1+1 23). notre étude
21, 0.41.5).7),
1011-1169 9.13).15).16).17),
exond CIS | ga7a191ph S8 | 18)19).20021).22),

notre étude

Tableau XVI : Mutations identifiées dans le géne MECP2 chez des patientes atteintes d’un

syndrome de Rett, et publié¢es dans la littérature.
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Les mutations soulignées correspondent aux mutations que nous avons identifiées au cours de

ce travail. La couleur bleue indique les mutations du géne MECP2 les plus fréquentes.

(a) MDB : domaine de liaison aux cytosines méthylées, TRD : domaine de répression

transcriptionnelle, CRIR : région d’interaction avec le co-répresseur Sin3A (Nan et al.

1998), CTS : segment C-terminal, ND : non déterminé

(b) Les nucléotides sont numérotés a partir de la premiére base du codon initiateur selon
Wan et al. (Wan et al 1999).

(c) Par exemple pour la mutation 316C>7, 25+4 : signifie que la mutation a été rapportée 25
Jois dans la littérature et que nous [’avons identifiée quatre fois dans notre série.

(d) 1) Amir ef al. 1999, 2) Amir et al. 2000, 3) Bienvenu et al. 2000, 4) Cheadle et al. 2000,

5) Huppke et al. 2000, 6) Wan et al. 1999, 7) Xiang et al. 2000, 8) Kim et al. 2000, 9) De

Bona et al. 2000, 10) Bienvenu et al. 2001, 11) Yamada et al. 2001, 12) Inui et al. 2001, 13)

Sung Jae Lee et al. 2001, 14) Yamashita et al. 2001, 15) Nielsen et al. 2001-b, 16) Giunti et

al: 2001, 17) Vacca et al. 2001, 18) Lebo et al. 2001, 19} Zappella et al. 2001, 20) Monros et

al. 2001, 21) Nicolao et al. 2001, 22) Dragich et al. 2001, 23) Hoffbuhr et al. 2001.

La récurrence importante de certaines mutations (R106W, R133C, T158M, R168X, R255X,
R270X, R294X, R306C, et des petites délétions dans Ia région 3’ codante du géne) met en
évidence des points chauds de mutations au sein du géne MECP2.

Dans notre étude, les mutations (R106W, R133C, T158M, R168X, R255X, R270X, R294X,
R306C) représentent 2 elles seules environ 45% de la totalité des mutations identifiées. Ces
mutations sont donc a rechercher en priorité dans le cadre du diagnostic moléculaire du
syndrome de Rett.

Wan et al. (Wan et al. 1999) ont attiré ’attention dés le début sur le fait que la majorité des
substitutions correspondaient & des transitions C>T localisées au niveau de sites 5'CpG3'. Ceci
est le cas des huit mutations ponctuelles les plus fréquentes, précédemment citées. Les
dinucléotides 5'CpG3' sont sous-représentés dans le génome humain du fait de leur
hypermutabilité. En effet, 60 a 90% de ces dinucléotides ont une cytosine méthylée chez
I’Homme et cette cytosine méthylée peut étre désaminée spontaném'ent' pour donner une
thymine. Il a été montré que le systéme de réparation de I’ADN ne reconnaissait pas
efficacement le mésappariement T-G, contribuant ainsi au maintien de la substitution par
transition C>T au cours du cycle suivant de réplication de I’ADN (Bird 1986). Ce mécanisme
de mutagenése du géne MECP2 ne constitue pas une particularité, il est retrouvé dans de

nombreux autres génes (Krawczak et al. 1996).
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D’autre part, la région codante 3° de I’exon 4 du gene MECP2 (entre les nucléotides 1011 et
1169) est encline a de petites délétions (de 7 4 191 pb). L’analyse de la séquence de cette
région et notamment a proximité des bornes des délétions, met en évidence des répétitions de
pentanucléotides : CCACC qui seraient responsables de mésappariements 4 'origine des

délétions (Bienvenu et al. 2000).

2. Mutations en mosaique somatique

La découverte, un peu par hasard il est vrai, d’une délétion en mosaique somatique nous a
alertés quant & ce mode possible de mutation du géne MECP2. L’existence de mutations ou de
remaniements en mosaique a été rapportée dans plusieurs cas d’anomalies chromosomiques,
de mutations mitochondnales, de répétitions de triplets (Bernards et al. 1994), ainsi que dans
un nombre croissant de maladies dominantes ou récessives lies au chromosome X
[myopathie de Duchenne (Bunyan et al. 1994), hémophilies A et B (Leuer et al. 2001, Costa
et al. 2000)]. Le dépistage de mutation en mosaique dépend principalement de la méthode
utilisée pour identifier les mutations constitutionnelles. Bien que de nos jours, la méthode de
prédilection soit le séquencgage direct, nous avons montré la faiblesse de cette approche pour
la détection de mutations en mosaique. L’utilisation d’une PCR fluorescente semi-quantitative
nous a permis de confirmer I’existence de telles mutations dans le géne MECP2 et de
quantifier de maniére relative, le nombre de cellules mutées. L’application systématique de
cette technique chez des patientes atteintes d'un syndrome de Rett typique ne présentant pas
jusqu’alors de mutations reconnues, a mis en évidence un cas supplémentaire de délétion en
mosaique somatique, soulignant la récurrence de ce type de mutation dans le géne MECP2.
Toutefois, notre approche par PCR fluorescente semi-quantitative se limite 4 la détection des
délétions (ou insertion) en mosaique localisées dans la partie 3° codante de I'exon 4 (ces
petites délétions représentent, dans notre série, 8,5% des mutations identifiées). Récemment,
une approche par DHPLC a identifié une mutation ponctuelle (E365X) en mosaique (Bowles

et al. 2001). Les auteurs n'ont pu déterminer par séquengage la nature de la mutation

“initialement détectée par DHPLC, confirmant le peu de fiabilité du séquengage pour la

détection de mutations en mosatque. Par ce travail, les auteurs renforcent I'hypothése selon
laguelle des mutations ponctuelles ou des délétions/insertions en mosaique du géne MECP2
dans le syndrome de Rett constituent un événement non négligeable. De plus, la DHPLC
semble étre une alternative intéressante a l'utilisation de PCR alléle-spécifiques (PCR-ASQ)

notamment pour la détection de mutations ponctuelles en mosaique; en effet, 'approche par
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PCR-ASO nécessite la connaissance préalable de la mutation et donc une amorce particuliére
pour chaque mutation (soit une quarantaine d'amorces dans notre série). Toutefois, le seuil de

détection de telles mutations est probablement plus bas par PCR-ASO que par DHPLC.
3. Analyse des régions régulatrices et non codante du géne MECP2

Au cours de "année 2000, Kathrin Reichwald (Reichwald et al. 2000) a mis en évidence une
nouvelle région transcrite en 5° du géne MECP2. En effet, en comparant la séquence
homologue de la souris a celle de I’homme, elle a détecté le premier exon du géne MECP2, il
se situe 5,2 kb en amont de I’exon 2 (initialement considéré comme le premier) et comporte
69 pb. N’ayant pas déterminé les conditions idéales d’analyse de cette portion du géne
MECP2 (la région est tres riche en CG), nous n’avons pu réaliser le criblage. Une fois au
point, ’analyse de cet exon révélera, peut-étre, de nouvelles mutations chez les patientes
présentant un syndrome de Rett typique sans mutation détectée dans la séquence codante du
géne MECP2 ; un tel cas a ¢té identifi€ par T. Bienvenu (communication personnelle). De
plus, une analyse plus approfondie de la région 3’ non traduite hautement conservée du géne

identifiera probablement de nouvelles mutations.

IL. Origine parentale des mutations dans le géne MECP2

Afin d'expliquer l'atteinte féminine exclusive du syndrome de Rett (sans une augmentation du
nombre de fausse-couches), Thomas a proposé en 1996 (Thomas 1996) que les mutations de
novo se produisaient principalement dans la lignée germinale masculine, touchant ainsi
seulement la descendance féminine, puisque les garcons regoivent de leur pére le chromosome
Y. Thomas (Thomas 1996) s'appuie sur I'exemple de plusieurs maladies (I’hyperammoniémie
de type 11, les hémophilies A et B, le syndrome de Lesch-Nyhan) pour lesquelles des études
de biologie moléculaire ont montré ’existence d’un biais dans l'origine parentale des
mutations.

Dans le cas du syndrome de Rett, cette hypothése est étayée par le fait que la majorité des
mutations dans le géne MECP2 a pour origine une transition C>T a un site 5'CpG3', cette
transition €tant due a une probable désamination spontanée de la cytosine méthylée,

accroissant la mutabilité de ces sites. D'une fagon générale, ces dinucléotides 5'CpG3' sont
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beaucoup plus méthylés dans la lignée germinale masculine que dans la lignée germinale
féminine, et de plus, le chromosome X est totalement méthylé, autrement dit inactif, chez
I'homme pendant la spermatogenése (Driscoll et al. 1990). 1l est donc probable que le géne
MECP2, localisé sur le chromosome X, soit également plus méthylé et donc plus sensible,
dans la lignée germinale masculine, 4 une désamination.

Quatre études sur Porigine des mutattons dans le géne MFECP2 ont été publides. Dans la
premiere analyse, a ’aide d’hybrides somatiques, Amir (Amir et al. 2000) a étudié quatre
patientes présentant chacune une mutation correspondant a une transition C>T. Il a mis en
évidence une origine paternelle dans deux cas sur quatre. Par ailleurs, il a montré qu’une
méme mutation (R168X) peut avoir aussi bien une origine paternelle que maternelle. Bien que
cette étude soit trop petite pour tirer des conclusions générales sur Porigine des mutations
dans le syndrome de Rett, il est intéressant de noter que des transitions C>T a des sites
5'Cp(3' peuvent avoir une origine maternelle.

A T’aide de polymorphismes associés a la mutation, Girard et al. (Girard et al. 2001) ont
rapporté dans 5 cas sur 7, une origine paternelle. Dans cette étude, les deux mutations
d’origine maternelle ne correspondent pas a une transition C>7T.

Dans les deux autres publications (Kondo et al. 2000 et Trappe et al. 2001), les auteurs ont
obtenu des résultats similaires : une origine paternelle de la mutation dans ia majorité des cas
et ceci indépendamment du type et de 1a localisation de 1a mutation. Trappe et al (Trappe et al.
2001) ont décelé des délétions ayant une origine paternelle. Dans les syndromes d'Apert et de
Crouzon, I'exclusivité de I'origine paternelle des mutations est corrélée a une augmentation
significative de I’age paternel (Moloney et al. 1996 et Glaser et al. 2000). Ce mécanisme ne
semble pas étre responsable de I’origine majoritairement paternelle des mutations de novo du
syndrome de Rett, étant donné qu’aucune augmentation significative de ’dge des peres des
patientes, au moment de la conception, n’a été mise en évidence dans la série de Trappe et al.
(Trappe et al. 2001).

Ainsi, bien que les séries soient réduites, ces études convergent pour donner une explication
moléculaire de Patteinte sporadique exclusive des filles dans le syndrome de Rett en accord
avec le modele de Thomas (Thomas 1996). L’origine paternelle des mutations avatt, par
ailleurs ¢té pressentie lors des études d’inactivation du chromosome X chez des pati'entes
atteintes d’un syndrome de Rett, avant méme que le géne MECP2 ne soit identifié. En effet,
Camus et al (Camus et al. 1994, 1996) et Krepischi et al. (Krepischi et al. 1998} avaient
montré dans des cas d’inactivation modérément biaisée (65-35%), une inactivation

préférentielle du chromesome X paternel.
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L'origine paternelle des mutations explique I’atteinte exclusivement féminine du syndrome de
Rett sans biais dans le sex-ratio de la descendance. En effet, les gargons sont naturellement
protégés des formes sporadiques de la maladie puisqu’ils ne regoivent pas leur chromosome X
de leur pére, il en découle donc que le syndrome de Rett ne peut plus &tre considéré comme
1étal chez les garcons. De plus, la faible proportion de mutations d’origine materneile dans les
cas sporadiques, peut étre interprétée comme étant proportionnelle au taux plus faible de
méthylation des dinucléotides 5'CpG3' dans la lignée germinale féminine. Par ailleurs,
plusieurs mutations d’origine maternelle ont été retrouvées dans les cas familiaux (Amir et al.
1999 ; Amir et al. 2000 ; Wan et al. 1999 ; Cheadle et al. 2000). La recherche de la mutation
chez les parents de la mére vectrice réveélerait certainement une origine paternelle. Enfin, la
récurrence modérée des cas familiaux dans le syndrome de Rett, pourrait résulter de la
probabilité faible de l'occurence de deux événements : mutation dans le géne MECP2 et

contre-sélection des cellules mutées par une inactivation biaisée.

IIl. Géne MECP2, syndrome de Rett, et retard mental chez le garcon

A deux reprises, Rett (Rett 1966) et Hagberg (Hagberg et al. 1983) décrivirent uniquement
des filles atteintes du syndrome de Rett. Ces premiéres descriptions firent penser que le mode
de transmission était dominant lié au chromosome X avec un effet 1étal chez les gargons.
L'absence de biais dans le sex-ratio remit en cause cette hypothése. En 1996, le modele de
Thomas (Thomas 1996) proposant une origine paternelle des néomutations a permis de
résoudre le probléme : les gargons sont protégés de la maladie puisqu'ils recoivent le
chromosome Y de leur pére. Ainsi quelque soit I'hypothése, les gar¢ons ne semblaient pas
concernés par le syndrome de Rett. Toutefois, dés le début des années 90, des hommes
présentant certains critéres cliniques nécessaires et aucun des critéres d'exclusion du
syndrome de Rett furent rapportés (pour revue Jan et al. 1999). Aussi en 1994, Hagberg
(Hagberg et al. 1994) proposa d’inclure parmi les différentes catégories de varlants du
syndrome de Rett, une catégorie correspondant aux gargons, Malgré cette définition, et étant
donné la rareté de ces cas, trés peu de gargons ont été diagnostiqués : Jan et al (Jan et al. 1999)
ont répertorié un dizaine de cas.

Seuls les gargons appartenant a des cas familiaux de syndrome de Rett sont véritablement

considérés comme atteints de syndrome de Rett. Avant la découverte de l'implication du géne
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MFECP2 dans le syndrome de Rett, trois familles avec des gargons atteints avaient été décrites
(Schanen et al. 1997 ; Sirianni et al. 1998). Avec la découverte de l'implication du géne
MECPZ2, des mutations ont été détectées dans deux des trois familles confirmant le diagnostic,
ainsi que dans une famille supplémentaire rapportée par Villard (Villard et al. 2000). Dans
tous ces cas, les garcons ont présenté une encéphalopathie congénitale sévére suivie d’un
déceés soit dans la période néonatale (Sirianni et al. 1998), soit au cours de la premiére année
(Schanen et al.1998 ;Villard et al. 2000). Plus récemment, une délétion de 32 pb en position
1154 a été caractérisée dans une famille (Hoffbuhr et al. 2001). La mére porteuse de la
délétion est asymptomatique grace a une inactivation biaisée. Elle a transmis la délétion & au
moins un de ses fils qui est mort & 21 mois a la suite de complications respiratoires. Les
mutations identifiées chez ces gargons (R168X, 806delG, T158M, et 1154del32, Wan et al.
1999; Villard et al. 2000 ; Hoffbuhr et al. 2001) sont des mutations retrouvées classiquement
chez des filles atteintes d’un syndrome de Rett.

Par ailleurs, un garcon présentant une encéphalopathie non létale proche du syndrome de Rett
a ¢t€ décrit avec une mutation somatique en mosaique dans le géne MECP2 (241del2)
expliquant probablement la survie de cet enfant (Clayton-Smith et al. 2000) et confirmant la
grande variabilité phénotypique du syndrome de Rett observée dans les cas sporadiques et les
cas familiaux chez les garcons. Enfin, Monros et al. (Monros et al. 2001) rapporte le cas d'un
garcon atteint d'un syndrome de Rett classique (& 7 ans, il remplit huit des neuf critéres
nécessaires et sept des huit critéres d'appoint), présentant la mutation R133H dans le géne
MECPZ2. Toutefois, les auteurs signalent que les parents n'ont pu étre testés car ils sont
décédeés : seul un séquencage de 156 chromosomes les conduit a conclure que cette mutation
est responsable de la pathologie. Récemment, cette mutation a été identifiée chez une femme
atteinte d'un syndrome de Rett (Hoffbuhr et al. 2001).

Ainsi des patients de sexe masculin peuvent étre atteints du syndrome de Rett.

Etant donné Ia grande variabilité phénotypique observée aussi bien chez les filles que chez les
garcons, plusieurs auteurs ont recherché des mutations dans le gene MECP2 chez des
individus des deux sexes atteints de retards mentaux divers (Orrico et al. 2000 ; Meloni et al.
2000 ; Imessaoudene et al. 2001 ; Couvert et al. 2001 ; Yntema et al. 2001 ; Yntema et al.
2002).

Orrico et al {Orrico et al. 2000} ont analysé 75 patientes et une famille, présentant différents
types de retard mentaux. Des mutations connues ont été retrouvées chez les patientes avec un
syndrome de Rett de forme classique ou atypique. Une nouvelle mutation (T203M) a été

identifiée chez une femme présentant un autisme classique avec quelques signes du syndrome



de Rett. La mutation faux-sens A140V a été caractérisée dans la famille étudiée chez laquelle
la mére est porteuse de cette mutation ainsi que sa fille et quatre de ses fils. La mére et la fille,
dgées respectivement de 63 et 41 ans, présentent un retard mental léger non syndromique
alors que les quatre garcons sont beaucoup plus gravement atteints (retard mental sévere,
langage limité, aucune phase de régression aprés un début de développement normal n'a été
noté chez ces gargons). L’inactivation du chromosome X chez la mére et la fille est aléatoire.
Dans cette famille, la mutation A140V est responsable d'une atteinte 1égére chez les femmes
et d'une atteinte grave chez les hommes, sans biais d'inactivation du chromosome X, le géne
MECP2 semble donc se comporter comme un gene impliqué dans un retard mental non
spécifique familial dominant !ié au chromosome X avec une expressivité variable entre les
deux sexes.

L’équipe de Renieri (Meloni et al. 2000) a détecté une mutation non-sens (Q406X) dans une
famille chez laquelle d’une part les femmes porteuses de la mutation ne sont pas atteintes et
ont une inactivation du chromosome X aléatoire, ¢t d’autre part les garcons porteurs de l'atiele
muté présentent un retard mental sévére accompagné de quelques symptdmes observés au
cours du syndrome de Rett (absence de langage, ataxie de la marche, crises convulsives,
bruxisme} et de différences importantes (pas de pertes des acquisitions, et pas de
microcéphalie acquise).

Enfin, Yntema et al. (Yntema et al. 2002) ont détecté une délétion en phase de 240 pb (1161-
1400del) dans une famille de RMX. Seuls les garcons portant la délétion présente un retard
mental non spécifique 1éger. La femme vectrice n'est pas atteinte, probablement du fait d'une
mactivation extrémement biaisée (entre 13-85% et 0-100%).

Des études récentes confirment et complétent ces données. En effet, deux mutations (E137G
et R167W) dans le géne MECP2 ont été identifiées dans des familles de retard mental non
syndromique avec des garcons atteints et des femmes vectrices normaies sans biais
d'imactivation (Couvert et al, 2001). Par ailleurs, Couvert et al. ont analysé quelques 185
patients retardés mentaux pour lesquels la recherche de triplets CGG dans le géne FMRI,
responsable du syndrome de I’X-fragile, s’est révélée négative. lls ont identifie les
modifications de séquence suivantes: A140V, P399L, et R453Q ; la mutation Al40V
identifiée deux fois dans cette étude, avait déja été rapportée par Orrico et al. (Orrico et al.
2000). Dans cette série, la fréquence de mutations dans le géne MECP2 chez les garcons
retardés mentaux est d'environ 2%, proche de celle du géne FMR/! estimée a 3-4% dans les
retards mentaux. Une étude similaire a partir de 500 patients retardés mentaux non atteints du

syndrome de ['X-fragile confirme la fréquence proche de 2% de mutations au sein du geéne
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MECP2 dans 1a population hollandaise (Yntema et al. 2001). De plus, la mutation A140V a
été aussi rapportée dans une famille atteinte du syndrome PPM-X (psychose, signes
pyramidaux et macro-orchidisme, 1ié au chromosome X). C’est la premiére fois qu’elle est
décrite dans un retard mental 1ié au chromosome X syndromique. Cette mutation semble é&tre
un point chaud de mutation dans le cas de retards mentaux liés au chromosome X chez les
garcons (Klauck et al. 2002). Imessaoudene et al. (Imessaoudene et al. 2001) ont analysé 78
enfants (40 filles, 38 garcons) diagnostiqués cliniquement comme atteints d'un syndrome
d'Angeiman (syndrome pouvant constituer un diagnostic différentie! du syndrome de Rett
surtout avant I’4ge de 5 ans) mats pour lesquels le profil de méthylation de la région
15q11q13 est normal. Au total, les auteurs ont identifi¢ 6 mutations (dont une récurrente) : 5
parmi les filles et 1 parmi les garcons. Les 5 mutations détectées chez les filles (R106W,
R255X (deux fois), 803delG et R270X) sont des mutations classiques du syndrome de Rett.
Une ré-évaluation clinique a montré que quatre des cing patientes présentaient les critéres du
syndrome de Rett ; la cinquiéme patiente a une encéphalopathie progressive mais qui a débuté
dans la période néonatale. La sixiéme mutation (G428S) a été caractérisée chez un gargon
atteint d'une encéphalopathie non progressive & début néonatal, elle est héritée de la mére
asymptomatique qui a une inactivation aléatoire. La figure 31 rassemble les différentes

mutations décelées chez des gargons retardés mentaux.

ATG TGA]

1161-1400del

1}

P3991, -
R45
E137G R167W 1 al
Q406X
Al40V G428S

Figure 31 : Localisation sur le géne MECPZ2 des mutations identifiées chez des garcons
avec un refard mental.

L'ensemble de ces résultats semble mettre en évidence une implication grandissante du géne

MECP2 dans des retards mentaux autres que le syndrome de Retf. En effet, jusqu'a
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aujourd’hui, toutes les mutations identifiées chez les gargons présentant un retard mental sont
différentes de celles détectées chez les patientes atteintes d’un syndrome de Rett et de plus, les
femmes vectrices ne présentent pas de biais d'inactivation, excepté dans la famille rapportée
par Yntema et al. (Yntema et al. 2002). Ceci montre que les mutations dans le géne MECP?2
sont responsables d'une grande hétérogénéité clinique (syndrome de Rett, retards mentaux non
spécifiques, syndrome PPM-X). Par ailleurs, les mutations a I’¢tat hémizygote identifiées dans
le cadre de retards mentaux, compatibles avec la vie suggérent que les acides aminés modifiés
auraient un réle moins crucial dans le fonctionnement normal de la protéine. On peut noter
que plus de la moitié des mutations décrites chez les garcons se situent dans la partie C-
termmale de la protéine, en aval des deux domaines fonctionnels (figure 31). L'ensemble de
ces données posent donc la question d’un recrutement €largi des patients dans le cadre de la
recherche de mutations dans le géne MECP2. Cependant, des éléments récents viennent
pondérer ces premiers résultats. En effet, Moncla et al. (Moncla et al. 2002) ont identifié 1a
substitution S359P chez un gargon retardé mental dont la description clinique correspondait a
celle des cas précédemment publiés; une étude familiale sur trois générations a montré que
cette substitution était en réalité un polymorphisme car elle est portée par un cousin sain. Ce
résultat exclut toute implication de cette substitution dans la pathologie du patient. De la
méme facon, nous avons analysé au laboratoire une cohorte de 250 patients présentant un
retard mental sans expansion de triplets CGG dans le géne FMRI. Les premiers résultats ont
révélé qu'un patient portait le changement faux-sens P376S que nous avions identifié comme
un polymorphisme dans la famille B (partie Résultats paragraphe 3.2). Cette modification
faux-sens a été par la suite publiée comme étant un polymorphisme (Sung Jae Lee et al.
2001). Ces deux résuliats soulignent I'importance des études familiales (en plus de la
recherche dans la population générale), et attirent l'attention sur les précautions a prendre lors

d'un conseil génétique avant de conclure a une mutation responsable de la pathologie.



IV. Corrélation génotype-phénotype et role de l'inactivation du

chromosome X

1. Corrélation génotype-phénotype

Ftant donné la trés grande variabilité phénotypique du syndrome de Rett chez les filles, des
les premicres publications de mutations dans le géne MECP2, les auteurs ont tenté de dégager
une corrélation entre le type de la mutation et le phénotype de ia patiente.

Amir et al. (Amir et al. 2000) ont établi une corrélation positive entre la présence de mutations
tronquantes et deux paramétres : les troubles respiratoires et les quantités faibles d’acide
homovanillique dans le liquide cérébro-spinal. La scoliose leur semblait plus fréquente chez
les patientes présentant une mutation faux-sens. Toutefois, les autres traits cliniques
caractéristiques étudiés (Age de ’apparition de la maladie, du décés, crises convulsives et
retard de croissance) étaient équivalents quelque soit Ia mutation. Une autre étude (Cheadle et
al. 2000) a évalué Pexistence d’une corrélation génotype-phénotype par €tablissement de
scores selon les symptémes présentés. Les patientes porteuse d'une mutation faux-sens
semblaient moins atteintes que celles avec une mutation tronquante. Cheadle et al. ont, d'autre
part, trouvé que les mutations localisées dans Ie domaine TRD ou en aval de celui-ci
engendraient des atteintes moins graves que celles localisées en amont de ce domaine.
Cependant, les auteurs ne pouvaient conclure statistiquement quant & une véritable relation
entre le type de mutation et le phénotype. La mutation R255X, par exemple, est a I’origine de
phénotypes tout a fait différents. Une patiente porteuse de cette mutation peut saisir voire tenir
brievement un objet dans ses mains, comprendre, dire queiques mots et marcher seul. Une
autre patiente avec cette méme mutation, est incapable d’utiliser ses mains, ne parle pas et ne
marche pas (Cheadle et al. 2000). De 1a méme maniére, Huppke et al. (Huppke et al. 2000) et
Nielsen et al. (Nielsen et al. 2001-a) n’ont pu définir une corrélation nette entre le génotype et
ie phénotype.

Ces résultats montrent que trés certainement la variabilité clinique du syndrome de Rett est
influencée par des facteurs autres que le type de la mutation au sein du géne MECP2.

Un de ces facteurs est I’inactivation du chromosome X et plus précisément du gene MECP2.



2. Influences de I’inactivation du chromosome X sur le phénotype
2.1. Dans les cas sporadiques

Avant la découverte de 'implication du géne MECPZ dans fe syndrome de Rett, i’étude de
"inactivation du chromosome X chez les patientes avait montré que celle-ci était aléatoire a
modérément biaisée (65-35%) (Zoghbi et al. 1990-b ; Webb et al. 1993, Anvret et al. 1994 ;
Camus et al. 1994, 1996).

Amir et al. (Amir et al. 2000) ont réalisé une étude du profil d’inactivation du chromosome X
chez 41 patientes mutées dans le géne MECP2 et trouvé 91% de cas avec une inactivation
aléatoire dans les leucocytes. Chez deux patientes, ils ont pu réaliser I’étude a partir de tissu
cérébral qui a révélé, 1a encore, une inactivation aléatoire.

Parmi les patientes ayant une inactivation biaisée, deux ont une mutation introduisant un
codon stop précoce : Y141X et 411delG. Suite 4 la description de ces mutations entrainant la
fabrication d'une protéine tronquée, I’hypothése selon laquelle une inactivation préférentielle
du chromosome X muté protégerait la patiente d’effets trop délétéres de ces mutations a été
proposée. Ces mutations conduiraient a une perte totale de fonction de la protéine MeCP2
dans certaines cellules, du fait de [action du "systéme de surveillance des ARNm" (the
nonsense-mediated mRNA decay, Magquat 1996 ; Culbertson 1999), empéchant ainsi la
synthése de protéine altérée. Cette hypothése est corroborée par la fréquence trés faible de
mutations localisées dans la région 57 du geéne et par les premiers résultats obtenus chez la

souris (Tate et al. 1996). En effet, Tate et al. ont montré que des embryons chimeres méles

Mecp?2 ¥ ne sont pas viables aprés 12,5 jours de gestation.

Toutefois, le cas d’une mutation non-sens (Q19X) tronquant trés précocement la protéine a été
décrite chez une patiente qui ne présente qu’une inactivation modérément biaisée (30-70%)
dans le sang (Kim et al. 2000). De plus, Nielsen et al. (Nielsen et al. 2001-a) ont rapporté une
délétion d’une cytosine (76delC) engendrant une protéine putative de 31 acides aminés. Cette
patiente présente d’une part un profil d’inactivation du chromosome X de 65-35%, et d’autre
part un phénotype classique du syndrome de Rett non aggravé comme aurait laissé supposer
I’hypothése d’un effet trés délétére de ce type de mutation associ¢ a une inactivation
quasiment aléatoire.

Enfin, nous avons réalisé [’étude de Pinactivation du chromosome X a partir des leucocytes,

au Jocus du géne codant le récepteur aux androgénes (HUMARA, Allen et al. 1992) chez 59



de nos patientes présentant une mutation dans le géne MECPZ. 86% des patientes (51/59)
montrent une inactivation aléatoire, une seule patiente possede une inactivation fortement
biaisée (>95-5%) et les sept cas restant ne sont pas informatifs & ce locus. La patiente
montrant une inactivation biaisée est porteuse d’une mutation non-sens particuliére qui
engendre la survenue d’un codon stop précoce, apres les 48 premiers acides aminés de la
protéine (mutation S49X). Cette patiente a les caractéres typiques du syndrome de Rett,
excepté ’épilepsie. Ce cas-la confirmerait I'hypothése d'une protection contre les mutations
trop délétéres. Cependant, nous avons identifié cette méme mutation une deuxiéme fois ainsi
que deux autres mutations précoces (117insA et E10X) associces a des profils d’inactivation

du chromosome X aléatoires. Aucune des patientes ne montre de phénotype aggrave,
2.2. Dans les cas familiaux

Le r6le de I’inactivation du chromosome X, sur I’expression de la maladie dans les cas
familiaux de syndrome de Rett, est beaucoup plus clairement établi. En effet, dans plusieurs
cas familiaux décrits (Wan et al. 1999), la mére vecirice obligatoire porte bien la mutation
mais n’a pas de phénotype (ou extrémement léger) grice a une inactivation complétement
biaisée. Ces cas sont extrémement importants a dépister dans le cadre d’un conseil génétique
éclairé puisque le risque de récurrence de la maladie est alors de 50%. _

Toutefois, la recherche de mutations chez les parents peut se révéler infructueuse dans le cas
de mutations germinales en mosaique. Un tel cas de mosaique germinale a été rapporté (Wan
et al. 1999). Cette observation, certes rare, peut conduire 4 proposer un diagnostic prénatal
pour tout couple ayant déja une enfant atteinte de syndrome de Rett confirmé¢ sur le plan

moléculaire,

En conclusion, I’extréme variabilité clinique du syndrome de Rett ne semble donc pas définie
uniquement par le type de mutation et le profil d’inactivation du géne MECP2, puisqu’un
profil d’inactivation aléatoire est retrouvé dans la quasi-totalité des cas sporadiques, et qu’une
méme mutation peut donner des phénotypes divers. L'analyse des conséquences des
différentes mutations sur la fonction de la protéine MeCP2 et potentiellement sur ses geénes

cibles aidera peut-étre & mieux comprendre cette variabilité.
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V. Hypothese d'un second locus impliqué dans le syndrome de Rett

Chez 15 a 20% des patientes présentant un syndrome de Rett typique, aucune mutation dans la
séquence codante (et pour notre série, aucun remaniement chromosomique) du géne MECP?2
n’a ét¢ mise en évidence. Lanalyse des régions régulatrices et non codantes permettra peut-
étre de metire en évidence de nouvelles mutations. Toutes ? La question se pose, soulevant
I'hypothese d'un autre locus potentiel. La possibilité de plusieurs locus dans 'étiologie du
syndrome de Rett, avait éié suggérée par Biihler et al. au début des années 90 (Biihler et al.
1990). En effet, les auteurs proposaient un modéle d'interférence interallélique entre un locus
lié¢ au chromosome X et un locus autosomique. Plus récemment, Xiang et al. (Xiang et al.
2000) ont testé le géne MECP2 chez cinquante-neuf cas sporadiques et chez neuf familles.
Des mutations dans le géne MECP2, ont été détectées dans seulement 35% des patientes,
incitant les auteurs a analysé six autres locus candidats autosomiques (UBE21, CDR2) et
gonosomiques (UBE, GdX, SOX3 et GABRA3) choisis en fonction de leurs roles connus soit
dans l'ubiquitinylation des protéines (UBE1, UBE21, GdX), soit dans des fonctions neuronales
(SOX3, GABRA3, CDR2). Aucune mutation dans ces génes candidats n'a été décelée.

Deux articles ont, par la suite, étayé l'hypothése d'un second locus. Dans le premier,
Rosenberg et al. (Rosenberg et al. 2001) rapporte le cas d'une enfant atteinte d'un syndrome de
Rett associé au éaryotype suivant : 46,X,1(X). Des expériences par hybridation in situ ont
montré que le point de cassure, pour le bras court, était proximal de la bande Xp11.3, et que
pour le bras long, il était en (ou distal de) Xq13. L'anneau ne contient pas le géne MECP2.
L'inactivation du chromosome X chez cette patiente, est totalement biaisée. Comme attendu
dans les cas de réarrangements du chromosome X, c'est I'anneau qui est exclusivement
inactivé (il contient le géne XIST). Le géne MECP2, porté par le chromosome X actif, n'est
quant & lul pas muté. Les auteurs proposent que le second locus putatif aurait une pénétrance
et une expressivité plus faibles que le géne MECP2, puisqu'il serait responsable de seulement
20% des cas de syndrome de Rett. De plus, ce second locus rendrait compte de la proportion
importante de cas familiaux de syndrome de Rett non mutés dans le géne MECP2, supérieure
@ 70% d'aprés ces auteurs. Leur modele prédit que les femmes hétérozygotes seraient
asymptomatiques du fait de la faible pénétrance de l'alléle muté du second locus et d'une
inactivation aléatoire. Par contre, l'apparition du syndrome de Rett chez les patientes serait
due a l'association de la mutation avec une inactivation préférentielle du chromosome X

normal. A partir de ce modéle, les auteurs expliquent que chez leur patiente, l'expression de la
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pathologie est due a la présence de 'anneau qui est préférentiellement inactivé, maintenant
ainsi actif I’autre chromosome X portant une mutation dans le second locus. Cette situation
est différente de celle rencontrée dans les pathologies dites du point de cassure. Ces
pathologies du point de cassure ont été mises en évidence entre autres, chez des femmes
porteuses d’une t(X;A) et présentant par exemple, un RMLX de transmission récessive.
I’expression du retard mental est due chez ces femmes & I'interruption du géne sur [e
chromosome X transloqué associée a une inactivation préférentielle du chromosome X
normal. D’apres le modéle de Rosenberg et al. (Rosenberg et al. 2001), les femmes porteuses
d'un réarrangement du chromosome X et atteintes d'un syndrome de Rett exprimeraient donc
dans toutes leurs cellules I'aliéle muté, comme si elles étaient hémizygotes. St ce modeéle est
vrai, devraient étre décrits des gargons présentant un syndrome de Rett classique. Afin
d’expliquer I"absence de gargons par un effet 1étal, les auteurs avancent deux hypothéses : soit
une expression 4 partir des deux chromosomes X, avant la mise en place de I'inactivation chez
les filles, soit une expression de génes & partir du chromosome X inactif. La premiére
hypothése suppose I"absence de garcons par un effet 1étal de la mutation au deuxiéme locus,
car les gargons ne portent que [a copie mutée du géne, donc 1’alléle normal ne pourra jamais
s’exprimer comme chez les filles. 1 est & noter toutefois, que I'mactivation du chromosome X -
se met en place relativement t6t au cours de ’embryogenése (lors de la formation de la cavité
de segmentation a 4-5 jours (Pereira et al. 2000)), laissant peu de temps d’expression a Pallele
normal avant son extinction. Dans la seconde hypothése, ce sont des génes échappant a
I'inactivation qui compensent 1'effet 1étal de la mutation au second locus, ces géne seraient
alors localisés dans la région péricentromérique du chromosome X car c'est la région présente
dans l'anneau. Une objection peut étre faite a l'encontre du modéle proposé par Rosenberg et
al. (Rosenberg et al. 2001), il nécessite la présence indispensable d'une inactivation biaisée
chez les patientes. Nous avons étudié le profil d'inactivation du chromosome X chez une
vingtaine de patientes ayant un syndrome de Rett typique et pas de mutation dans la séquence
codante du géne MECP2, aucune des patientes ne présente une inactivation biaisée du
chromosome X, c'est-a-dire un rapport d’inactivation entre les deux chromosomes X sup€rieur
aorn.

Le second article (Villard et al. 2001) s'appuie sur I'étude de quatre familles chez lesquelles
les filles (deux par famille) présentent un syndrome de Rett typique mais pas de mutation dans
le géne MECP2. L'étude de 1'inactivation du chromosome X montre que les quatre meéres ont
une inactivation biaisée du chromosome X ainsi que six des huit filles testées. Les auteurs

proposent quune mutation dans le second géne permettrait sa réactivation a partir du



chromosome X inactif. Chez les méres, pour expliquer l'absence de la pathologie, ce serait le
chromosome portant la mutation qui serait actif, alors que le chromosome normal serait
inactif. Chez les filles atteintes, le chromosome muté est inactif, mais l'aliele muté échappant
a l'inactivation reste actif, ces filles expriment donc deux doses du géne, comme dans le cas
d’une disomie fonctionnelle. Ainsi, c'est un effet de dose qui est responsable dans ce modéle,
du syndrome de Rett : l'inactivation biaisée n'a qu'un rdle annexe dans l'expression de la
maladie, comparé au modéle de l'article précédent, permettant la ségrégation dans la
descendance de l'allele muté. Les garcons ne sont pas atteints, car qu’ils portent le
chromosome muté ou le chromosome normal, dans tous les cas, ils n'expriment qu'une seule
dose du géne (figure 32). Ces deux articles semblent t€moigner directement de Vexistence d'un

second locus impliqué dans le syndrome de Rett.
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Figure 32 : Modéle de transmission familiale d'un second géne potentiel dans le
syndrome de Reftt (d'apreés Villard et al. 2001).

Pédigree hypothétique de deux parents et de leurs quatre enfants ayant regu chacun le
chromosome muté de leur mere. Le géne muté échappe a l'inactivation et est responsable
du syndrome de Rett. 1l est symbolisé par un cercle vide, les traits illustrant l'expression du
geéne indépendamment de l'inactivation du chromosome. Les chromosomes en rouge sont
inactivés exclusivement.
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Avant la publication de la responsabilité du géne MECP?2 dans le syndrome de Rett par Amir
et collaborateurs (Amir et al. 1999), deux translocations associées a un syndrome de Rett
avaient été décrites en 1990, impliquant toutes les deux un chromosome X mais des points de
cassure distincts et un autosome différent : t(X;3) (p21.3;q13.31) (Zoghbi et al. 1990-a), et
1(X;22) (pl1.2;p11) (Journel et al. 1990). Ces deux translocations pourraient constituer
aujourd'hui une piste pour le clonage d'un second locus impliqué dans le syndrome de Rett.
Seule la description d’un YAC chevauchant le point de cassure sur le chromosome X a été
publiée pour la translocation de novo (X;3) (Ellison et al. 1993). C'est dans I'hypothése d'un
second géne que nous poursuivons au laboratoire 1’¢tude de la translocation (X;22) familiale,
aprés nous étre assurés que les patientes porteuses de la translocation (la mére et ses deux
filles) n’étaient pas mutées dans le géne MECP2. Nous avons isolé, par FISH, un BAC
chevauchant le point de cassure sur le chromosome X. Grice au projet de séquengage du
génome humain, le clone chevauchant est totalement séquence. Une fois le point de cassure
localisé précisément dans le clone, nous envisageons une stratégie de clonage in silico. La
localisation du point de cassure est actuellement en cours. La premiére approche de
cartographie physique du point de cassure dans le BAC par PCR sur ’ADN extrait d’hybrides
somatiques interspécifiques (contenant uniguement le derX) de la meére et d’une des deux
filles a donné des résultats discordants, empéchant de déterminer la région précise du point de
cassure. Nous réalisons actuellement cette localisation par Southern blot en utilisant comme
sondes des fragments de quelques kb du BAC amplifiés par PCR, hybridées sur ADN
génomique des trois patientes.

La translocation (X;22), et probablement la translocation (X;3), sont associées a une
inactivation préférentielle du chromosome X normal (Mattei et al. 1982). On peut leur
appliquer soit le modéle de Rosenberg et al. (Rosenberg et al. 2001) soit celui de Villard et al.
(Villard et al. 2000). D’aprés les deux modéles, la pathologie ne proviendrait pas du point de
cassure du chromosome X transloqué. Si cette hypothése est vraie, le second géne
potentiellement impliqué dans le syndrome de Rett peut ére situé n'importe ol sur le
chromosome X, expliquant ainsi I'existence de deux points de cassure distincts sur le
chromosome X entre les deux translocations décrites. Seule la connaissance exacte du point
de cassure, pour chacune des deux translocations, permettra de savoir si la pathologie est due
au point de cassure, ou non, d'ou l'intérét de poursuivre I'étude du point de cassure en Xp11.2

pour notre cas.,
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B. Neuropathologie du syndrome de Rett et fonction de la
protéine MeCP2

I. Quelques définitions anatomiques et fonctionnelles

Le systéme nerveux central (SNC) ou névraxe se compose de trois parties : la moelle épiniére,
le tronc cérébral et le cerveau. Le cortex cérébral ou pallium est une fine couche de
substance grise {(entre deux et quatre millimétres) recouvrant les deux hémisphéres. Il est
composé de six couches cellulaires superposées (couches I a VI). Le cortex présente une séne
de sillons dont les plus profonds (scissures) délimitent les lobes cérébraux et les plus
superficiels les circonvolutions. Les scissures divisent la face externe de chaque hémisphére
en quatre lobes : le lobe frontal, Ie lobe pariétal, le lobe occipital et le lobe temporal. Ces
quatre lobes regroupent les différentes amres fonctionnelles du cerveau. Ainsi, le lobe frontal
contient 1’aire motrice, le lobe temporal 'aire auditive, le lobe pariétal Daire
somesthésique (sensibilités cutanées a ’environnement, et sensibilités propres au corps) et le
lobe occipital I’aire visuelle,

Les corps striés ou striatum correspondent aux noyaux caudé et lenticulaire. Ils sont
constitués d’amas de corps cellulaires de neurones d’ott le nom de noyau ; ils interviendraient
dans la régulation des mouvements lents inconscients accompagnant les mouvements
volontaires.

L’hypophyse ou glande pituitaire, organe glandulaire et nerveux est le lieu de synthése de
plusieurs hormones responsables de phénoménes physiologiques variés (croissance tissulaire,
action sur la glande thyroide, les glandes génitales...).

Le cervelet est composé de trois parties : le vermis médian et deux hémisphéres cérébelleux
latéraux. 1l est responsable du maintien de 1’équilibre et de la posture, du contréle du tonus

musculaire et de la coordination de Pactivité motrice volontaire.
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I1. Données anatomopathologiques et neuropathologiques du

syndrome de Rett

Bien que le signe clinique caractéristique du syndrome de Rett soit Fatteinte cérébrale, le
cerveau de patientes ne montre gucre d'altérations morphologiques marquées, si ce n'est une
taille réduite. Une étude comparée entre 13 patientes atteintes d'un syndrome de Rett et 10
témoins par une approche IRM quantitative (Imageric par Résonance Magnétique) a été
réalisée (Murakami et al. 1992). L’approche par IRM quantitative mesure les dimensions et
les aires de différentes structures cérébrales ; Murakami et al. (Murakami et al. 1992) ont
étudié les structures suivantes : lobes cérébraux, corps striés, hypophyse, corps calleux,
lobules et hémisphéres cérébelleux, 4¢me ventricule, tronc cérébral. L'ensemble des structures
mesurées a une taille diminuée de 12 4 34% chez les patientes, et ceci sans qu'il y ait une
preuve d'une diminution du nombre de cellules, d'inflammation, de glioses ou de défaillance
de la migration neuronale. Cette réduction globale de la taille cérébrale est plus marquée pour
certaines structures cérébrales comme le cortex préfrontal, frontal, temporal externe, le noyau
caudé et le corps calleux. Cette hypotrophie ne progresse pas avec l'dge des patientes,
témoignant plut6t d'un arrét de développement que d'un processus dégénératif.

Une des caractéristiques anatomopathologiques observée dans les retards mentaux est la
diminution de P’arborisation dendritique. Afin de metire en évidence une diminution de
I’arborisation spécifique du syndrome de Rett, une expérience a ét€ réalisée en comparant
I’arborisation dendritique de différentes aires du cortex cérébral (aires pré-motrice, motrice,
visuelle....) entre des patientes atteintes d’un syndrome de Rett, des patientes trisomiques 21
(caractérisées par une diminution de la masse du cerveau et une raréfaction de certaines
arborisations dendritiques) et des témoins (Armstrong et al. 1998). Les résultats de cette
expérience ont montré que ’arborisation dendritique des neurones des couches Il et V des
cortex frontal, moteur et sensoriel est significativement réduite chez les patientes atteintes
d’un syndrome de Rett. Est associe a cette arborisation réduite, une diminution de
Pexpression de certaines protéiiies : la cycloxygénase-2 et MAP2 (Microtubule-Associated
Protein 2) qui sont impliquées dans la formation du cytosquelette neuronal, dans le
développement dendritique et dans I’établissement de la polarité neuronale. Il est & noter aussi
une réduction des épines dendritiques des neurones des couches III et V. La réduction de la
taille de ’arborisation du neuropile axono-dendritique ainsi que la conservation du nombre de

neurones entrainent une augmentation de la densité cellulaire et le ralentissement de la
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croissance céphalique. 1.’arbre dendritique de ’aire cérébrale visuelle n’est pas atteint.
De plus, Kitt et al. (Kitt et al. 1995) ont observé une hypopigmentation de la substance noire
due a une quantité décroissante de neuromélanine dans les neurones.
Enfin, ’atteinte du cervelet est bien particuli¢re chez les patientes présentant un syndrome de
Rett. En effet, comme les autres structures cérébrales, le cervelet est hypoplasique, mais a la
différence des autres structures, c’est la seule qui évolue avec ’dge des patientes vers une
atrophie. Les données autopsiques confirment I’existence de I’atrophie. Les causes de cette
atrophie du cervelet ne sont pas identifiées avec certitude (carences nutritionnelles, crises
épileptiques, traitements anti-épileptiques, ou atteinte liée directement a la maladie).
En conclusion, la symptomatologie observée dans le syndrome de Rett peut étre expliquée par
les différentes aires cérébrales atteintes : |
e Le handicap moteur est dii a [’atteinte des aires pré-motrices et motrices du
cortex cérébral,
o Le déficit des fonctions de mentalisation, d’abstraction et d’anticipation est di a
L’atteinte des aires préfrontales,
¢ Les émotions (comportement autistique, crises d'angoisse) a I’atteinte du systéme
limbique,
o [’hypotonie, ’ataxie de la marche 4 I"atteinte du cervelet.
Les aires indemnes comme les aires visuelles, correspondent & des fonctions effectivement
préservées dans le syndrome de Rett.
Avec la découverte du géne MECP2 comme responsable du syndrome de Rett, sans doute a-t-
il été pensé que la pathogenése de cefte maladie serait comprise et ceci d’autant plus que fa
fonction de la protéine codée par le géne MECP2 était déjd connue au moment de son
implication dans le syndrome de Rett. Il n’en est rien. Bien au contraire, le role de 1a protéine
MeCP2 dans le syndrome de Rett souléve beaucoup plus de questions qu’il ne donne de
réponses. Ainsi, parmi les questions essentielles : 1) comment des mutations dans le géne
MECP2, acteur important de la répression transcriptionnelle perturbent-elles le
développement et le maintien de certaines arborisations dendritiques 7 ii) quelle est la
cascade de genes impliqués 7 Des analyses fanctionnelles des différentes mutations dans le
géne MECP2, I’étude de modéles animaux ainsi que I'analyse du profil d'expression de génes
du cerveau chez des patientes atteintes d'un syndrome de Rett clarifieront probablement Je
mécanisme pathogénique du syndrome de Rett, en établissant le lien entre la perturbation de
processus dépendants de modifications épigénétiques du génome (méthylation de I’ADN,

acétylation des histones) et la réduction de taille générale du cerveau.
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IT1. Conséquences de mutations dans le gene MECP2

1. Etudes fonctionnelles de protéines MeCP2 anormales

Les mutations non-sens ou celles perturbant le cadre de lecture se situant dans la partie 5° de
la séquence codante d’un géne entrainent 1’apparition d’un codon stop précoce. Ces mutations
conduisent & la synthése d’ARNm dits non-sens qui sont reconnus par le systéme de
surveillance des ARN et sont dans la plupart des cas rapidement dégradés par le mécanisme
de dégradation spécifique des ARN (NMD : nonsense mediated RNA decay, Maquat 1996 ;
Culbertson 1999). Si ces mutations sont localisées dans la région 3” de la séquence codante
d’un géne, les ARNm synthétisés échapperont au NMD et donneront des protéines tronquées.
Excepté les mutations (E10X, 42ins8, 46delC, Q19X, K22X, 76delC, 100del4, 106del7, S49X
et 117insA) localisées au début de la région codante du géne MECP2 et entrainant
certainement une dégradation des ARNm synthétisés par le NMD, la majorité des mutations
tronquantes du géne MECP2 sont localisées dans la partie 3” de la séquence codante (dans
le dernier tiers) et conduisent probablement 4 la synthése de protéines incomplétes. Si ces
protéines sont effectivement fabriquées chez les patientes atteintes d’un syndrome de Rett,
quel est leur niveau de fonctionnalité ?

Si on se référe aux expériences qui ont permis de caractériser les deux domaines fonctionnels
de la protéine MeCP2 (Meehan et al. 1992 ; Nan et al. 1993, 1997 ; Chandler et al. 1999), il
semble que la protéine privée d'un domaine garde la fonctionnalité du domaine intact.

Une premicre étude in vitro sur les conséquences fonctionnelles de mutations faux-sens
(R106W, R133C, F1558 et T158M) localisées dans le domaine MBD de la protéine MeCP2
de xénope a montré que les protéines anormales dues aux mutations R106W, R133C et
F155S ont une affinité réduite d’un facteur 100 pour I’ADN méthylé ; la mutation T158M
réduit I'affinité de Ia protéine seulement d’un'facteur2 (Ballestar et al. 2000).

La méme équipe a réalisé une étude similaire mais sur la protéine humaine (Yusufzai et al.
2000). Tls ont étudié ’effet de cinq mutations faux-sens (R106W, R133C, F155S, T158M et
R306C) et sept mutations non-sens (L138X, R168X, E235X, R255X, R270X, V288X et
R294X) sur I’interaction de la protéine avec I’ADN méthylé, sur les capacités de réprimer la

transcription et sur la stabilit¢ de la protéine aberrante. Toutes les mutations faux-sens
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(R106W, R133C, F155S et T158M) ainsi que la mutation non-sens (L138X) localisées dans le
domaine MBD de la protéine MeCP2 abolissent I'interaction spécifique de la protéine avec
I’ADN méthylé. Autrement dit, les protéines anormales perdent leur capacité de reconnaitre
I’ADN méthylé mais pas leur capacité d’interaction avec I’ADN non méthyl¢, sauf la protéine
tronquée par la mutation L138X qui est incapable de se lier 3 I’ADN. Les autres mutations
situées dans le domaine TRD conservent leurs propriétés de liaison avec I’ADN méthylé.

Les auteurs supposent que les génes cibles de la protéine MeCP2 ne seraient plus réprimés
faute d’interaction de la protéine MeCP2 avec PADN méthylé, et que les protéines mutées
pourraient peut-&tre se lier a des séquences non méthylées et altérer ainsi I’expression de
certains génes. Les protéines contenant. les mutations non-sens (R168X, E235X, R255X,
R270X, V288X et R294X) localisées dans le domaine TRD sont incapables de réprimer la
transcription d’un géne rapporteur. Par contre, la mutation R306C (trés fréquemment
retrouvée chez les patientes) ne semble pas perturber la capacité de répression. En effet, la
protéine mutée réprime la transcription avec la méme intensité que la protéine normale. Les
études sur la stabilité des différentes protéines mutées in vivo dans des ovocytes de xénope
mettent en évidence que les protéines les plus tronquées sont les moins stables (8 heures aprés
P’arrét de la traduction, il ne reste que 10% de protéines mutées par la mutation L138X alors
qu’il reste 60% de la protéine mutée R294X).

Une troisiéme étude (Kudo et al. 2001) a porté sur quatre mutations faux-sens (R106W,
R133C, F1558, et T158M). Afin d’analyser la liaison des protéines mutées avec I’ADN
méthylé, les auteurs ont utilisé des cellules de souris qui ont les régions d’hétérochromatine
enrichies en cytosines méthylées. Il a été montré que la protéine MeCP2 normal s’accumule,
chez la souris, dans ces régions et est facilement visualisable en fluorescence sous forme de
grains (Nan et al. 1993). Les auteurs ont transfecté les cellules de souris, par les protéines
MeCP2 mutées fusionnées a la GFP. Les auteurs ont mis en évidence une coloration diffuse
dans les noyaux et non granuleuse, témoignant d’une mauvaise liaison des protéines portant
les mutations R106W ou F155S ou TIS8M avec les cytosines méthylées. Ils ont étudié, par
ailleurs, ces mémes mutations dans des cellules de drosophiles (la drosophile est dépourvue de
méthylation) dans le but d’analyser P’effet de ces mutatioris sur 1a répression transcriptionnelle
conduite par MeCP2. Ils ont obtenu des résultats superposables aux précédents : les protéines
mutées ne répriment pas le géne rapporteur. Seule la mutation R133C ne semble réduire ni
I'affinité- de la protéine pour PADN méthylé (les auteurs obtiennent une coloration
granuleuse), ni ['action de répression de la protéine, a la différence des résultats

précédemment publiés (Ballestar et al. 2000, Yusufzai et al. 2000). Les auteurs invoquent
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l'implication du contexte cellulaire qui aiderait, dans certains cas, la protéine anormale &
retrouver une affinité pour PADN méthylé, ou bien supplérait par une protéine de I'héte.
D’autres expériences sont néeessaires pour déterminer ['origine de ces différences.

Enfin, Kudo et al. (Kudo et al. 2002) ont utilisé les mémes systémes d’études de la protéine
MeCP2 (c’est-a-dire les cellules de souris et de drosophile) pour analyser I’effet de deux
mutations faux-sens (A140V et E137G) mises en évidence chez des gargons. Ils ont étudié en
paralleéle deux mutations faux-sens fréquentes dans le syndrome de Rett : R106W et T158M.
A la différence de ces deux mutations, les mutations A140V et E137G n’abolissent pas la
capacité de la protéine MeCP2 d’mtéragir avec I’ADN méthylé. Les auteurs ont obtenu une
coloration granuleuse dans les cellules de souris identique a celle des cellules transfectées par
la protéine MeCP2 normale. Les résultats obtenus dans les cellules de drosophile montre, en
accord avec les résultats de fluorescence, que la mutation A140V ne réduit aucunement
Pactivité de répression transcriptionnelle de la protéine mutée ; elle aurait plutdt tendance a
P"augmenter. La protéine portant la mutation E137G diminue de fagon modérée la répression
transcriptionnelle par rapport au témoin. Ainsi, les auteurs concluent que ces mutations ne
semblent modifier que trés peu I’activité¢ normale de la protéine MeCP2, ce qui expliquerait la
survie des gargons a 1’dge adulte. Ces derniers résultats confirmeraient ’hypothése selon
laguelle les acides aminés modifiés chez les garcons auraient un réle moins crucial dans le
fonctionnement de la protéine MeCP2.

Les résultats de ces études soulignent deux effets possibles des mutations sur la protéine
MeCP2 : i) soit les mutations dans le domaine MBD entrainent une perte totale de fonction de
la protéine puisque celle-ci ne peut plus se lier a PADN méthylé, quelque soit la position de ia
mutation testée dans le domaine MBD. Dans ces cas-1, le syndrome de Rett serait di 4 une
haplo-insuffisance de la protéine MeCP2. La moitié de ’activité biologique normale est
insuffisante pour empécher I’apparition de la maladie. L’haplo-insuffisance peut s’expliquer
par le fait que la protéine MeCP2 normale se lie & "ADN méthylé via un dinucléotide
5 CpG3’° symétriquement méthylé ; de telles séquences sont présentes environ toutes les 150
pb dans le génome humain (Chandler et al. 1999), la quantité de protéine normale ne suffirait
donc pas pour compenser le manque de protéines dii 4-une mutation. 1) soit la protéine mutée
dans son domaine MBD garde une fonction résiduelle d’interaction avec I’ADN non méthylé
suffisante pour acquérir une nouvelle fonction en agissant sur de nouveaux génes cibles. Dans

ce cas-1a, les mutations dans le géne MECP2 auraient un effet dominant négatif.
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2. Conséquences des mutations sur la fonction du complexe de répression

transcriptionnelle

La protéine MeCP2 interagit avec le corépresseur Sin3A pour recruter les HDACI et 2 qui en
désacétylant les résidus lysine (K) des histones H3 et H4 condensent la chromatine et la
rendent ainsi transcriptionnellement inactive.

Wan et al (Wan et al. 2001) ont testé Peffet de deux mutations tronquant le domaine TRD
(R168X et 803del() sur I’état acétylé (ou non) des histones dans des cellules de patients
atteints d’un syndrome de Rett. Tls ont examiné le niveau d’expression des protéines MeCP2
mutées ainsi que le niveau d’acétylation des histones a partir de cellules cultivées provenant
d’une femme pour la mutation R168X, et d’un homme pour la mutation 803delG. Les
résultats témoignent d’une hyperacétylation spécifique de ’histone H4 par rapport a I’histone
H3. L’histone H4 peut étre acétylée au niveau de quatre résidus lysine particuliers ; K5, K8,
K12 et K16 (I’acétylation de H3 se produit sur ies résidus K9, K14, K18 et K23). L’utilisation
d’un anticorps dirigé spécifiquement contre chaque résidu acétylé indique que
I’hyperacétylation a licu sur le résidu lysine 16 de I’histone H4. La présence de I’histone H4
hyperacétylée en K16 en présence de la protéine MeCP2 déficiente peut étre interprétée de
deux fagons : 1) soit I’absence de la protéine MeCP2 fonctionnelle entraine la formation d'un
complexe represseur qui ne peut recruter les HDAC et notamment une HDAC spécifique de la
désacétylation du résidu 16 de H4, et donc H4 reste acétylée. 1) soit un géne cible de la
répression par la protéine MeCP2 serait une HAT spécifique du résidu 16 de H4, et ainsi en
absence de la protéine MeCP2 fonctionnelle, la HAT hyperacétylerait K16 de H4. Ces deux
cas sont possibles, étant donné que des HAT spécifiques du résidu 16 de H4 ont été identifiées
chez la drosophile : HAT MOF (Akhtar et al. 2000), et chez S. cerevisiac : GCN5 (Kuo et al.
1996 ; Zhang et al. 1998) et que des HDAC spécifiques ont aussi été rapportées. Par exemple,
les protéines SIR2 de la levure et des mammiféres ont une activit¢ HDAC qui cible
préférentiellement les résidus lysine 16 de H4 mais aussi les résidus 9 et 14 de H3 (Tmai et al.
2000).

Toutes ces données suggérent un réle fonctionnel important de 1’état d’acétylation du résidu
16 de H4 dans la régulation des génes. Ces résultats constituent une étape supplémentaire

dans la compréhension du fonctionnement du complexe répresseur associé a la protéine
MeCP2.
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3. Les modéles animaux
3.1. Définitions

Une autre approche pour comprendre les conséquences de la déficience d’une protéine
consiste a utiliser des modéles animaux (les principaux organismes modéles étant le
nématode, la drosophile ou la souris). Le modéle animal le plus utilisé ayjourd’hui dans Ia
compréhension de la physiopathologie de I'espéce humaine est la souris. En effet, la souris
présente un développement similaire 4 celui de 'Homme. De plus, l'inactivation de génes
homologues (4 ceux de I'Homme) chez la souris donne des phénotypes proches entre les deux
espéces, et enfin, la souris est facile 4 élever. Les progrés récents de la biologie moléculaire,
en facilitant les manipulations du génome de souris, fournissent de nouveaux moyens
d’explorer les fonctions de différents génes. Pour cela, un géne d’intérét est invalidé et les
effets sont analysés dans la descendance. L’utilisation de cellules souches embryonnaires
(cellules ES) de souris offre la possibilité de réaliser une mutagenése ciblée sur le géne
d’intérét par recombinaison homologue. Apreés sélection des cellules souches ayant acquis le
géne muté, celles-ci sont transfectées dans un blastocyste qui est réimplanté dans une souris
pseudo-gestante. La souris développée 4 partir du blastocyste est une mosaique pour le géne
muté (seules les parties de la sounis dérivant des cellules ES mutées sont portcuses du
transgéne). Si les cellules ES mutées sont & 1’origine de la lignée germinale de la souris, la
descendance de celle-ci obtenue par un croisement avec une souris normale, portera la
mutation dans toutes les cellules a 1’état hétérozygote. Un croisement entre deux souris
hétérozygotes permettra d’obtenir des souris homozygotes mutées pour le géne d’intérét, c’est
le knock-out, a la condition que ’invalidation des deux copies du géne soit viable. Dans le
cas des mutations dominantes, on peut €tudier des souris hétérozygotes pour la mutation, c'est
le knock-in.

11 est possible d’invalider un géne de fagon conditionnelle par le systeme Cre-loxP. Le géne
cre code une recombinase du phage P1 qui catalyse la recombinaison entre deux courtes
séquences de 34 pb appelées loxP (figure 33). Ainsi. aprés avoir obtenu une lignée contenant
la séquence 4 muter "floxée", c'est-a-dire encadrée par deux séquences loxP, ¢’est en fonction
de la présence de la recombinase que la recombinaison homologue et donc la mutagenése a
Heu. Le geéne cre peut &tre mis sous le contrdle de promoteurs actifs de maniére tissu-

spécifique.
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Accouplement avec
une souris transgénique
exprimant cre dans un tissu donné :
le cerveau par exemple

fignée A cerveau

lignée B

{Piﬁr
séquence "floxée"

rallé]e "floxé" allele délété

Mutation conditionnelle :
séquence délétée dans une
partie de 'animal

Figure 33 : Le systéme Cre-LoxP (d'aprés Babinet et al. 2000)

3.2. Modéles murins du syndrome de Rett

Une premiére étude & partir d’'un modéle murin (Tate et al. 1996) avait montré que si le géne
MECP2 n’était pas indispensable a la multiplication de cellules ES males, il 1’était en
revanche, pour le développement des embryons males dérivés des cellules ES mutées.
Récemment, de nouveaux modeles murins ont été établis en utilisant le systéme de
recombinaison Cre-loxP (Chen et al. 2001 ; Guy et al. 2001). L’équipe américaine (Chen et al,
2001) a obtenu quatre modeles murins : des souris méles déficientes- en protéine MeCP2
(Mecp2 ¥ modéle 1), et deux types de souris avec une mutation conditionnelle spécifique du
cerveau. Une des mutations transitoires du cerveau a été obtenue grice au contrdle du gene
cre par le promoteur Nestin qui entraine plus de 90% de recombinaison spécifiquement dans
le cerveau dés le douziéme jour de gestation (modéle 2). La seconde mutation conditionnelle

est obtenue par le transgéne appelé CamK-cre93 (la recombinase cre codée par le transgéne
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est sous le contréle du promoteur de la kinase Cam); 'utilisation de ce transgéne permet
d'activer, dans le cerveau, la recombinaison entre les séquences loxP tardivement dans la
période post-natale (modele 3).

Les modéles 1 et 2 ont le méme phénotype avec la méme évolution. Les souris males sont
normales jusqu’a la cinquiéme semaine, puis présentent des tremblements, des troubles
respiratoires et comportementaux. Aprés une période d’obésité et d’hypoactivité, leur état
général se dégrade et ces souris meurent environ vers la dixiéme semaine. Les femelles
hétérozygotes (modéle 4) sont normales durant les quatre premiers mois de vie, puis elles
prennent du poids et présentent des troubles de la coordination motrice. L autopsie révéle une
réduction sensible de la taille du cerveau et de la taille des neurones, mais pas de signe de
dégénérescence. Le modéle 3 montre une histoire naturelle analogue mais d’apparition plus
tardive.

L’équipe anglaisc de Bird (Guy et al. 2001) a aussi obtenu des souris filles homozygotes

Mecp?2 " ou méles hémizygotes Mecp2 ¥ (modéle 17 et des souris avec une mutation

conditionnelle dans le cerveau en utilisant le méme promoteur Nestin que Chen et
collaborateurs (Chen et al. 2001) (modéle 2'). Les souris homozygotes Mecp2 " ou

hémizygotes Mecp2 ¥ sont viables et fertiles. Si leur développement, en particulier le poids
corporel, varie en fonction des lignées utilisées, il n’existe pas de différence sur le plan
neurologique. Les souris Mecp2 nul apparaissent normales a la naissance et dans les semaines
qui suivent. Entre les troisiéme et huitiéme semaines, sont observées une réduction des

mouvements avec une incoordination motrice, une contracture des pattes arriére, une

respiration irrégulicre et une dentition anormale. Les souris méales Mecp2 ¥ ont des testicules
internes. L’étude histologique de différents tissus dont le cerveau n’a moniré aucune
anomalie. La mort survient en général vers le cinquante-quatriéme jour. Comme dans ’article
précédent, le phénotype des souris mutées soit uniquement dans le cerveau, soit dans toutes

leurs cellules, est identique. Guy et al. ont, par ailleurs, observé le développement des souris

femelles hétérozygotes Mecp2 “*(modele 3"). Celles-ci ne présentent aucun symptome pendant
plusicurs mois et donnent des portées saines. A partir de trois.mois, certaines montrent une
inertie et une contracture des pattes arriére. A 1’dge de 9 mois, prés de la moitié¢ des souris ont
des symptoémes évidents, incluant souvent une respiration irréguliére. Mais certaines souris
peuvent rester asymptomatiques pendant une année.

Le tableau XVII résume les modéles mutins obtenus (génotypes et phénotypes) par les deux

équipes.
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Tableau XVI11: Les différents modéles murins du syndrome de Rett

génotype phénotype
X -/ & '
Modéle 1 | pfecp2 ¥ }l;t):'lllal pendant les 1éres semaines
ile
Comportement anormal :
-nervosité
-y -tremblement

Modéle 2 _ﬁiﬁfj cre -troubles respiratoires

-extrémités froides
-petite taille du cerveau
Mort a 10 semaines
Chen et al. 2001 Normal jusqu’a 3 mois
/ Symptdmes :
Moddle3 | Mecp2” | _gain de poids
~CamK-cred3 | _marche ataxique
-activité réduite
Normal jusqu’a 4 mois
Symptoémes :
Modéled | afecp2 i -gaip de pf)idg
-activité réduite
-marche ataxique

-¥  {Normal jusqu’a 3-8 semaines
Modele 1'| MeP? . |Symptomes :
Mecp2 -marche raide, non coordonnée

-mouvements réduits
-troubles respiratoires

o/ -mauvaise dentition
Modéle 2' Mecp2™” | _contracture des membres arriére
—Nestin-cre | _pas de défaut sensoriel
-pour les males : testicules internes
Mort & 54 jours

Développement initial normal possible
jusqu’a 12 mois

Portées saines

A 3 mois: inertie, confracture des
membres arriére

A 9 mois : troubles respiratoires

Guy et al. 2001

Modéle 3' | pgecp2 ™

Plusieurs conclusions peuvent étre tirées de ces deux articles. Ces deux études, similaires dans
leurs résultats, démontrent que contrairement a ce qui avait été précédemment publi¢ le geéne
MECP2 n’est pas indispensable au développement embryonnaire murin. De plus, les

phénotypes murins sont relativement superposables au phénotype du syndrome de Rett,



attestant de la validité de ces modéles murins pour étudier la pathogenése de la maladie
humaine.

Par ailleurs, les symptémes observés chez les souris homozygotes mutées sont probablement
dus & ’absence de la protéine MeCP2 dans le cerveau, étant donné que les mémes symptdmes
sont retrouves, et ce, que la mutation ait lieu dans tous les tissus ou spécifiquement dans le
cerveau. Cette atteinte caractéristique du cerveau atteste peut-étre d’une compensation de la
protéine MeCP2 mutée par un autre répresseur de la famille MBD dans les autres tissus. Guy
et al. ont testé ’hypothése d’un réle de la protéine MBD2, composant du complexe de

répression transcriptionnelle MeCP1. Les double-mutants Mecp2 ” et Mbd2 ™ ont exactement

le méme phénotype que les souris Mecp?2 . 1l ne semble donc pas exister d’interaction
fonctionnelle entre ces deux protéines.

Enfin, I’équipe de Jaenisch (Chen et al. 2001) a montré que 1’absence d’expression du géne
MFECP2 n’a pas d’effet sur le développement cérébral puisque les souris dont la mutation
n’est exprimée qu’aprés la formation du cerveau présentent les mémes symptémes que les
autres souris. Ceci est confirmé par 1’observation suivante: D’apparition des premiers
symptomes est indépendante du programme développemental de la souris et donc
certainement de I’Homme. En effet, I'apparition des symptomes a lieu a environ 6 mois chez
la souris hétérozygote comme chez 'Homme. L’échelle de temps étant tout a fait différente
entre les deux espéces, cette correspondance dans le temps réel et non dans le temps
intrinséque de chaque espéce, semble indiquer que la déficience en protéine MeCP2 agit aprés
le développement cérébral au sein des neurones postmitotiques. L’atteinte est cellule-
autonome car I’autopsie des souris mutées uniquement au niveau des neurones postmitotiques
(modéle 3, Chen et al. 2001) a révélé que seules les cellules portant la mutation étaient
touchées ; les celluies du cervelet non porteuses de la mutation sont indemnes. Ce trouble
cellule-autonome suggére un possible effet de seuil au-dessous duquel la maladie ne se
déelenche pas. Autrement dit, chez les filles atteintes d’un syndrome de Rett, les cellules
exprimant la mutation étant (en absence de tout biais d’inactivation) deux fois moins
nombreuses que chez les garcons mutés, il faudra plus de temps pour atteindre le niveau de
dysfonctionnement cérébral entrainant I’apparition des ' premiers symptémes. Si ce
raisonnement est correct, des stratégies thérapeutiques pourraient étre envisagées dans le but
d’empécher aprés la naissance chez les filles, le développement des neurones déficients en

MeCP2 plutdt que de corriger I’insuffisance neuronale inscrite dans le génome.
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En conclusion, I"atteinte cerveau-spécifique due a une déficience de la protéine MeCP2 mise
en évidence aussi dans les modeéles murins est paradoxale étant donné I’expression ubiquitaire
du géne MECP2 et son role de répresseur global de la transcription. L’ identification des génes
cibles de la protéine MeCP2 constituera une étape déterminante dans la compréhension de la

pathogeneése du syndrome de Rett.
4. Recherche des génes cibles de la protéine MeCP2

Colantuoni et al. {Colantuoni et al. 2001) ont étudié I'expression de nombreux geénes du
cerveau chez des patientes atteintes d'un syndrome de Rett. Pour cela, ils ont extrait les ARN
totaux et les protéines de la partie du cortex cérébral correspondant aux aires 1 a 5 de
Brodmann de six patientes atteintes. A partir de 'ARN, les auteurs ont utilisé quatre
technologies indépendantes de puces & ADNc ainsi que Thybridation soustractive et la RT-
PCR. De plus, I'expression protéique de quelques génes a €té testée par immunoblot. Par ces
approches combinées, les auteurs ont relevé une expression différentielle de plusieurs génes
chez les patientes par rapport aux contréles (un contréle de méme 4ge pour chague patiente).
En effet, le taux de transcription de plusieurs génes impliqués dans la structure et/ou Ia
maturation des neurones est diminué (par exemple: neuronal pentraxine 1, calcineurine, CAM
kinase IIb). En plus de cette diminution générale, les génes codant des marqueurs
présynaptiques (comme l'annexine VI, la syntaxine 1A) sont aussi fortement sous-exprimés
dans le cerveau des patientes Rett, expliquant probablement le nombre réduit de synapses
identifiables. Ceci est en accord avec les descriptions neuropathologiques soulignant une
dimmution du volume neuronal, de l'arborisation dendritique et du nombre de synapses et
d'épines dendritiques dans le cerveau des patientes. En paralléle a cette réduction d'expression
de génes neuronaux, les auteurs ont mis en évidence une augmentation d'expression de
plusieurs génes codant des protéines spécifiques de la glie.

Bien que ces résultats obtenus témoignent de 1'état d'expression de certains génes a un
moment donné, différent de celui de l'apparition de la maladie, ils constituent une
caractérisation moléculaire de la neuropathologie du syndrome de Rett, et initient des pistes

quant & l'identification de geénes cibles du géne MECP2.
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CONCLUSION




La découverte de la responsabilité du géne MECP2 dans le syndrome de Rett mit fin a une

longue et laboricuse quéte génétique, et a confirmé ’emergence de maladies & composante
épigénétique, dans lesquelles des systémes de régulation de la transcription sont défaillants.
En plus du syndrome de Rett, entrent également dans cette catégorie le syndrome ICF avec
I'implication du géne DNMT3B codant une ADN méthyltransférase responsable de la
méthylation de novo du génome, et le syndrome ATRX dans lequel est en cause la protéine

XNP impliquée dans le remodelage de la chromatine.

Par ce travail, nous avons contribué a 1’établissement du spectre mutationnel du géne MECP2
dont la connaissance est essentielle pour confirmer d'un point de vue moléculaire le
diagnostic clinique de cette maladie. Nous avons, ainsi, confirmé 1’existence de points chauds
de mutations (représentés par huit mutations ponctuelles et par de petites délétions dans la
région 3’ de la séquence codante du géne MECP2) et découvert grace a des approches
complémentaires des mécanismes mutationnels non décrits jusqu’alors dans le géne MECP2.
En effet, la technique de Southern blot a identifié des remaniements sur plusieurs centaines de
paires de bases (jusqu’a 1,2 kb) et la PCR fluorescente semi-quantitative, des mutations en
mosaique somatique. L’utilisation du Southern blot étant assez lourde, une approche par PCR
multiplex comparative de courts fragments fluorescents est en cours de mise au point. Cette
méthode est basée sur ’amplification simultanée de plusieurs courtes séquences exoniques
(<300 pb) réparties tout le long du géne. Une telle approche est déla utilisée pour plusieurs
autres génes comme le géne BRCAI dans les formes héréditaires de cancer du sein et de
PPovaire (Robinson et al. 2000), ou le géne MSH2 dans le cancer du colon non polyposique
(Wang et al. 2002).

Si I’ensemble des mutations dans le géne MECP?2 parait quasiment connu, notamment pour
les substitutions, ceci ne correspond qu’a une étape supplémentaire dans la compréhension de
la pathogenése du syndrome de Rett. Plusieurs questions restent en suspens : 1) comment
expliquer les 15 a 20% de patientes ayant un syndrome de Rett typique, mais ne montrant pas
de mutations dans la séquence codante du géne MECP27? ii) existe-t-il un second
gene impliqué dans le syndrome de Rett 7 iii) comment la protéine MeCP2, répresseur
transcriptionnel ubiquitaire, agiﬂe}le pour entrainer une atteinte aussi .spéciﬁque du systéme
nerveux central 7 1v) quels sont ses génes cibles ?

Afin d'apporter des éiéments de réponse aux deux premiéres questions, nous poursuivons
I’étude d’une translocation familiale t(X;22) associée a un syndrome de Rett. Le point de

cassure sur le chromosome X correspond peut-étre au second gene impliqué dans le syndrome
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de Rett.

Quant a 1’action de la protéine MeCP2 dans le fonctionnement cérébral, les modéles murins
récemment établis apportent un premier ¢lément de réponse. Il semble que la perte
d’expression du géne MECP2 retentit essentiellement sur la physiologie des neurones
postmitotiques, donc aprés le développement du cerveau, et que le trouble touche les cellules
indépendamment les unes des autres, ce qui expliquerait le ralentissement de la croissance

céphalique chez les filles par atteinte sélective des neurones dont le chromosome X muté est

actif. Par ailleurs, les mutants murins (Mecp2 et Mecp?2 i Nestin-cre) montrent que les
conséquences de I’invalidation du géne MECP2 dans toutes les cellules de la souris ou
uniquement dans le cerveau sont les mémes : la protéine MeCP2 aurait une activité spécifique
non compensée dans le cerveau par d’autres protéines comme cela serait le cas dans les autres
organes du corps. Tout ceci reste a démontrer. Un deuxiéme élément de réponse provient de
deux articles récemment publiés (LaSalle et al. 2001 ; et Shabazian et al. 2002). Dans ces
deux articles, les auteurs ont étudié le profil d'expression de la protéine MeCP2 in siru dans le
cerveau et dans d'autres organes. Ces deux articles montrent que, malgré une transcription
ubiquitaire du géne MECPZ, la quantité de protéine synthétisée n'est pas équivalente dans tous
les tissus : la protéine MeCP2 est beaucoup plus produite dans le cerveau (2 a 19 fois plus que
dans les autres organes). Toutefois, son expression dans les autres tissus et notamment les
poumons, suggere que l'atteinte neuronale spécifique du syndrome de Rett ne dépend pas
uniquement de la quantité¢ de la protéine synthétisée. A partir de cerveaux de patientes
atteintes d'un syndrome de Rett (portant la mutation R168X), LaSalle et al. (LaSalle et al.
2001) ont analysé l'expression de la protéine MeCP2 tronquée. La protéine anormale est
exprimée dans quasiment la moiti¢ des cellules du cerveau et du cervelet et ce en relation avec
une inactivation aléatoire. Ces résultats indiquent que la mutation dans le géne MECP2
n'affecterait pas la migration normale des cellules au cours du développement du systéme
nerveux central, confirmant I'hypothése que l'effet des mutations dans le géne MECP2 se
manifesterait en période postnatale, aprés le développement du cerveau. Shabazian et al.
(Shabazian et al. 2002) ont suivi I'expression de la proteme MeCP2 tout au long de
I'embryogenése de Ia souris et de homme. Ces auteurs montrent que la protéine MeCP2 est
plus abondante dans les neurones matures et que son expression est corrélée avec l'ontogenése
du systéme nerveux central. La chorde spinale et le tronc cérébral se développe en premier,
avant les hémisphéres cérébraux. La protéine MeCP2 est exprimée en premier lieu dans la
corde spinale et dans le tronc cérébral, puis plus tardivement dans le cortex cérébral et

I'hyppocampe. Dans le cortex cérébral, 1'expression de la protéine MeCP2 suit la maturation
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des neurones. 1e pourcentage de neurones exprimant la protéine MeCP2 ne cesse d'augmenter
depuis la naissance jusqu'a I'dge de 10 ans. Ainsi, il se pourrait qu'en absence de protéine
MeCP2 fonctionnelle, les neurones des patientes atteintes d'un syndrome de Rett, ne puissent
atteindre leur état de maturation complet.

Enfin, un dernier élément de réponse quant au réle de la protéine MeCP2 dans le
fonctionnement cérébral, émane de I’utilisation des puces d’expression. Une premiére étude
met en évidence une dérégulation importante de plusieurs génes et notamment de ceux qui
codent des protéines associées a des fonctions synaptiques (Colantuoni et al. 2001).

Tout ceci constitue les prémices des prochaines étapes dans notre compréhension de la

pathogené¢se du syndrome de Rett avec en vire le développement d’approches thérapeutiques.
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A. Patients

Le plus souvent, nous avons travaillé a partir de deux types de prélévements sanguins, un sur
EDTA et lautre sur héparine-lithium. Chaque prélévement est accompagné d’un
consentement libre et éclairé signé par les parents.

L’ADN a été extrait a partir du prélévement sanguin sur EDTA avec le kit Nucleon BACC3
(Amersham). Les lignées lymphoblastoides continues sont établies & partir du prélévement
sanguin sur héparine-lithium. Les Iymphocytes B sont ftransformés en cellules
lymphoblastoides sous l'action du virus Epstein-Barr (EBV).

Toutes les extractions d’ADN génomique et les établissements de lignées continues ont été
réalisés par Claudine Hainaut, Micha&l Brice et Florence Rousselet (Banque de Génomes du

CHU de Nancy).

B. Méthodes

I. Techniques de biologie moléculaire

1. Extraction d’ADN génomique total

1.1. A partir de sang

L'extraction d'ADN & partir de leucocytes est réalisée selon le protocole du kit Nucleon
BACC 3 (Amersham). Briévement, une résine cationique colorée permet de fixer ’ADN de
fagon non covalente aprés une lyse des cellules et une déprotéinisation. Aprés une
précipitation par 1’éthano! et une resuspension dans du tampon TE 10:1 pH 8 (Tris-HCI 10
mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8), I’ADN est dosé par spectrophotométrie en mesurant sa densité
optique (DO) a 260 nm. La pureté des ADN est vérifiée par Je dosage des protéines a 280 nm,
le rapport DO 246 ,m/DO 280 om doit Etre compris entre 1,7 et 2. 71l est inférieur a 1,7, il existe
une contamination protéique importante nécessitant une seconde extraction. Un rapport
supérieur a 2 témoigne de la présence d’une quantité importante d’ARN qui peuvent étre
éliminées par un traitement a la ribonucléase A (0,1 mg/ml, 15 min a 37°C). Les ADN sont

conserveés a court terme a 4°C et stockés a fong terme & —20 °C.

147



1.2. A partir de cellules buccales

Les cellules buccales sont récupérées en frottant I'intérieur des joues a Y'aide d’une dizaine de
cotons-tiges. Les cotons-tiges sont transportés dans 5 ml de tampon stérilisé (NaCl 100 mM,
Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 25 mM pH 8, SDS 0,5%) & température ambiante. Aprés un
traitement par la protéinase K (10 mg/ml) pendant 2-3 heures a 65°C (ou une nuit a 37°C),
I'ADN est extrait par 1 ml de guanidine hydrochloride (6M) et 0,5 m! d'acétate d'ammonium
(7,5M). Afin d'éliminer les cotons-tiges sans perdre de 'ADN, ceux-ci sont centrifugés (1000
rpm, 5 min) dans une seringue placée dans un tube de 15 ml. L'ADN peut étre purifié, aprés
'ajout d'un volume de chloroforme froid, a Paide de 1a résine du kit Nucleon (300 pl,
centrifugation a 2500-rpm pendant 5 min). Le surnageant est récupéré, I'ADN précipité par
deux volumes d'éthanol absolu froid, centrifugé, lavé par de I'éthanol 70% et enfin resuspendu

dans du tampon TE 10:1.
1.3. A partir de cellules de bulbes de cheveux (Walsh et al. 1991)

Un cm de cheveu avec son bulbe sont mélangés avec 200 pl de solution de Chelex 100
(résine chélatante & haute affinité pour les ions polyvalents. BioRad). L'ensemble est mis a
bouillir pendant 8 min. 40 ul de cette solution sont utilisés directement pour faire une PCR

dans un volume final de 100 pl.
2. Amplification in vitro de séquences d’ADN par PCR (Mullis et al. 1986)

Nous avons utilisé les conditions de PCR suivantes, dans un volume final de 50 ul -
-100 ng d’ADN génomique total,
-tampon de réaction 1X (spécifique de I’enzyme utilisée),
-une amorce sens et une amorce anti-sens (1 pM chacune),
-ANTP (250 pM),
-MgCL (1 ou 1,5 mM),
-et 2 U d’enzyme Taq polymérase.
NB : Toutes les concentrations données sont les concentrations finales.
La température de fusion (ou Tm) spécifique de ’hybridation d’une amorce avec la région
complémentaire de I’ADN génomique peut étre calculée selon la formule simplifiée :

Tm=2(A+TH4(G+C)-5 ou A, T, G et C symbolisent les sommes respectives des bases
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Adénine, Thymine, Guanine et Cytosine présentes dans la séquence de l'amorce. Pour
chacune des deux amorces, la Tm est calculée et une température moyenne est ainsi définie
théoriquement pour la réaction d’amplification. Plusieurs essais a différentes températures
sont parfois nécessaires avant de déterminer la bonne température.

La qualité et la quantité du produit de PCR sont vérifiées par électrophorese sur un gel
d’agarose a 0,8% dissous dans du tampon TBE 1X (10X : Tris borate 0,9 mM, EDTA 20 mM,
pH 8,2) et mélangé a 0,5 mg/ml de bromure d’éthidium ( Br Et : agent intercalant de I’ ADN
double brin, visualisant celui-ci par les U.V). La taille du produit de PCR est estimée par

comparaison avec un marqueur de tailie 100 pb (Margueur X1V, Roche).

2.1. Les conditions d'amplification de 'ADN pour la CSGE

Aprés une dénaturation de ’ADN génomique total pendant 5 min a 95°C, 35 cycles
comportant chacun, une étape de dénaturation & 95°C, une étape d’hybridation des amorces
selon une température spécifique (Tm), et une étape d’élongation a 72°C, sont réalisés. La
durée de chacune de ces étapes a été fixée & 1 min. Suit une extension finale & 72°C pendant

10 min pour terminer la synthése des brins néosynthétisés.
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Tableau XVIII : Séquences des neuf couples d’amorces et parameétres d’amplification

permettant le criblage du géne MECP2 par CSGE

, . température | Concentration | .
séquence (5°-37) d*hybridation en MaCl, taiile (pb) '
[’ R : caatgggggctitcaactta 55 1 mM 218
I" F : aaaacagatggccaaaccag
2A R : gggptcatcatacatgggic
2A F : cetgectetgeteacttgtt > I mM 339
2B R : gttccceecgaceccaccect
2B F : agcecgtgeagecatcagee 70 I mM 349
3A R : ctteccaggacttticteca
3A F: ttigtecagagegtigtcace > ' mM 379
3B R: ctgcacagatcggatagaagac 59 1 mM 379
3B F: aaccacctaagaagcccaaa
I R S
3C R: tgagtggtegteatagiegtee 66 | mM 365
3C F: ggcaggaagcgaaaagetgag
3D R ctecctececteggtgttte
3D I': tggtgaageccctgetggt 29 I mM 413
3E' R: ccaactactcccacccigaage
3E F: ggagaagatgcccagaggag 66 I mM 383
polyA10R*: tagccaaatgactgaaagcac -
polyA10 F*: gctgagtattcttigetitcac w7 I mM B 32l

2.2. Les conditions d'amplification de 'ADN pour la DHPLC

Les fragments 2, 3, 4a, et 4cd sont amplifiés par la technique de touch-down PCR. Quelques
cycles sont réalisés a une température d’hybridation des amorces haute afin d'éviter des
amplifications aspécifiques, puis celle-ci est diminué progressivement afin de permettre
I'amplification.
Programme utilisé : 95°C pendant 5 min
10 cycles: 95°C pendant 30 sec
65°C péndant 30 sec, avec une diminution de 1,5°C par cycle
72°C pendant | min 45 sec
28 cycles: 95°C pendant 30 sec
51°C pendant 30 sec
72°C pendant min 30 sec

72°C pendant 10 min
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Tableau XIX : Les six couples d'amorces utilisés pour le criblage du géne MECP2 par
DHPI.C

séquence (5-3) Concentration | taille
q en MgCl, (pb)
2-For: taagctgggaaatagectagtac
2-Rev: ttatatggcacagttiggcacag I mM 427
'___w

3-For: aggacatcaagatctgagtgtat 15 mM 625
3-Rev: ggtcatticaagcacacctg ’
4a-For: cgcetetgeectatetetga A
4a-Rev: acagatcggatagaagactectt Ly mM 283
3C R: tgaglogteglgatggtegtes ! mM 365
3C F: ggeaggaagcgaaaagetgag
4cd-For: ggaaaggactgaagacctgtaag
4cd-Rev: cteecteceeteggtgttte [ mM 371
3E F: ggagaagatgcccagaggag 1 mM 385
3E'R: ccaactacteccaccetgaage

L'ensemble des amorces (tableaux XVIII et XIX) a été décrite par Amir et al. (1999), Wan et
al. (1999} pour l'approche par CSGE et par Buyse et al. (2000) pour la DHPLC ; excepté les

amorces marquées d’un astérisque.

Le tableau XX indique les noms et séquences des amorces nécessaires a la synthése de la
sonde utilisée pour la recherche de grands réarrangements par Southern blotet pour

déterminer les bornes des remaniements identifiés par Southern blot.

Tablean XX :

nom séquence (5°-37)

2F gaagaaaagtcagaagaccag

gtotaaagtcagctaactete

tettagggctcagggaagaaaag




3. Technique de CSGE

Nous avons utilisé e protocole de Philippe et al. (Philippe et al.1997) adapté de Ganguly et al.
(Ganguly et al. 1993).

Aprés une dénaturation de 5 min & 98°C et une réassociation a 68°C pendant une heure
favorisant la formation d’hétéroduplex, 3 a 10 pl de produits de PCR de 300-400 pb sont
déposés sur un gel semi-dénaturant (polyacrylamide 10%, formamide 15%, ¢thyléne glycol
10%, tampon TTE 0,5X (20X: Tris 89 mM, Taurine 7 mM, EDTA 0,1 mM, pH 8,8-9,0),
persulfate d’ammonium 1% et TEMED 0,055%), 0,8 mm d’épaissecur, et 40 cm de hauteur sur
21cm de largeur. '

L’éléctrophorese est réalisée avec du tampon TTE 0,25X dans le réservoir supérieur et du
tampon TTE 1X dans le réservoir inférieur. Une pré-électrophorése d’une heure 4 500 V est
effectuée avant le dépdt des échantillons. Puis, une fois déposés, ceux-ci migrent au moins 16
heures 4 500 V. La migration terminée, Ie gel est en partie démouié (seule la plaque de verre
lie au réservoir est enlevée), puis coloré par du bromure d’éthidium (0,5 mg/ml) pendant 20
min, et rincé a ’eau. La région d’intérét contenant les fragments d’ADN est repérée a 1’aide
d’une lampe U.V. & mains, découpée et transférée grice a du papier Wattman 3M sur une

table U.V. reliée 4 une caméra permettant une analyse plus fine du gel.

4. Technique de DHPLC
Afin de déterminer les températures et les gradients d'acétonitrile d'élution pour analyser le
géne MECP2 par DHPLC, nous avons utilisé les 27 mutations déia connues au laboratoire

ainsi que les conditions publiées par Buyse et al. (Buyse et al. 2000). Les conditions mises au

point sont résumées dans le tableaun XXI.
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Tableau XXI : Conditions de criblage du géne MECP2 par DHPLC.

Fragment | Tempcrature dfaﬁ;‘gﬁ?ﬁﬂle

2 59°C 4%

5 59°C 61%
65°C 3%

61°C 60%

4a 63°C 26%
66°C 52%

3C 63,5°C 37%
4cd 64,5°C ST%

5. Le séquencage

Les produits de PCR sont punifiés soit directement, soit aprés extraction de la bande d’intérét
depuis un gel d’agarose, a 1’aide de kits (QlAquick Gel extraction de Qiagen ou Nucleospin
de Macherey-Nagel) afin d’éliminer principalement les amorces, les dNTP, et les produits
aspécifiques lorsque la bande est extraite du gel. Les produits ainsi purifiés sont dosés sur un
gel d’agarose 0,8% par comparaison de I’intensité de la bande avec celle d’un marqueur de
poids moléculaire 100 pb (Marqueur XIV, Roche) dont on connait pour chaque bande la
quantité d’ADN.

La méthode de séquencage utilisée est la suivante. Le fragment d’ADN est amplifi¢ dans un
sens par PCR avec une incorporation des quatre didésoxynucléotides triphosphates (ddNTP)
marqués chacun par un fluorochrome différent, ainsi la réaction de séquencage est effectuce
dans un seul tube. La réaction de séquengage est réalisée selon le protocole du kit Big Dye
Terminator contenant les 4 ddNTP, le tampon de réaction, les ANTP et ’enzyme (Applied

Biosystems).
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Dans un volume réactionnel de 20 pl, sont nécessaires :

-20 & 30 ng de produit de PCR purifié¢ (quantité pour des fragments de 300-400 pb),

-4 pl du mélange du kit Big Diye Terminator,

-2 pl de tampon (5X : 400 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, pH 9,0),

-1 ul d’amorce a 25 ng / pl.
Les paramétres du programme d’amplification sont les suivants : 10 sec a 96°C, 5 sec a 50°C,
et 4 min & 60°C et ceci pendant 25 cycles.
Les produits de PCR sont alors purifiés sur des colonnes DyEx (Qiagen) afin d’éliminer les
ddNTP fluorescents non incorporés. Les éluats séchés sont resuspendus dans 40 ul de tampon
TSR (Template Suppression Reagent. Applied Biosystems). Les échantillons sont analysés sur
un séquenceur automatique ABI 310 (Applied Biosystems).
Chaque échantillon est séquencé dans les deux sens, et analysé visuellement par comparaison

avec une séquence contréle normale (séquence du gene MECP2, n® d’accession : AF030876).

6. Analyse de fragments par PCR fluorescente semi-quantitative

La PCR fluorescente est réalisée dans les mémes conditions que la PCR décrite dans le
paragraphe 2.1., excepté qu’une des deux amorces, en I’occurrence ici ’amorce anti-sens est
marquée par un fluorochrome, le 6-FAM (6-carboxy-fluorescein), & son extrémité 5°.

Le produit de PCR est contrdlé sur gel d’agarose 0,8%. Les échantillons sont dilués au 1/5 ou
au 1/10 selon I'intensité de la bande visualisée sur le gel d’agarose, puis 1 pl de la dilution est
mélangé avec 12 pl d’une solution de formamide/dextran sulfate et 0,5 pl d’un standard
interne de taille Rox HD400 (Applied biosystems) et dénaturés 2 min & 95°C avant d’étre
chargés sur le séquenceur automatique ABI 310. L’analyse des tailles et des aires des pics sont

générées par les logiciels Genescan et Genotyper (Perkin-Elmer).

7. La technique de Southern blot (Southern, 1975)

10 ug d’ADN génomique total sont digérés par 20 U d’enzymes de restriction (les enzymes de
restriction les plus utilisées ont été : BamFI, Bglll, et HindIIll) dans un volume final de 50 pl
en présence de 5 pl de tampon 10X spécifique de I’enzyme et de 0,5 nl de BSA 100X

(albumine de sérum bovin) nécessaire a certaines enzymes (BamHI).
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Le mélange est incubé 3 une température spécifique (37°C, pour les 3 enzymes pré-citées)
pendant une nuit.

S ul de I’ADN ainsi digéré sont d’abord déposés sur un gel d’agarose 0,8% afin de vérifier la
bonne digestion de ’ADN. Ensuite, si la digestion a été efficace, le reste du produit de
digestion est déposé avec un marqueur de taille (phage lambda digéré par HindIII) sur un gel
0,8%/TAE 1X (50X : Tris-acétate 2M, EDTA 50 mM, pH 8,0)/Br Et. L’électrophorése est
réalisée sur la nuit sous une tension de 40 V dans du tampon TAE 1X.

Le lendemain, la séparation des fragments d’ADN digéré génomique est analysée par
observation du gel sur une table U. V.. Les distances de migration des différents fragments du
marqueur de taille sont mesurées (en cm) par rapport a la position des puits. La partie du gel
‘contenant le marqueur de taille est éliminée afin d’éviter des hybridations non spécifiques.
L’ADN est ensuite transféré et fixé sous forme simple-brin par action de la soude 0,4 N sur
une membrane de Nylon Hybond N+ (Amersham) chargée positivement par un phénomeéne de
capillarité, Le transfert s’effectue pendant une nuit (4 heures au minimum).

Apres un ringage rapide dans du SSC 2X (solution saline citrate, SSC 20X : NaCl 3M, Citrate
de sodium 0,3 M, pH7), la membrane de nylon est placée dans un tube a hybridation en
~ présence de 15 m! de tampon d’hybridation (NaCl 750 mM, héparine 50 pg/ml, SDS 1%,
dextran sulfate 5%, ADN de sperme de hareng 50 pg/ml) et laissée pré-hybrider pendant au
moins 2 heures a 65°C sous agitation afin d’éviter des hybridations non spécifiques par
saturation de la membrane par I’ADN de sperme de hareng.

La sonde est marquée par la technique de random priming (Random Primed DNA labeling kit,

Roche) en incorporant de I’o32P dCTP (2.106 cpm/ml). Aprés purification sur une colonne de
Séphadex® G50 (Nick™ column, Pharmacia Biotech), la sonde est dénaturée 10 min dans de
1’eau bouillante et transférée dans le tube & hybridation contenant la membrane. L’hybridation
est réalisée pendant une nuit a 65°C.

Le lendemain, la membrane est lavée plusieurs fois dans des conditions de plus en plus
stringentes a 65 °C (SSC 2X pendant 15 min, SSC 2X/SDS 0,1% pendant 30 min, et SSC
0,1X/SDS 0,1% pendant 10 min). Tous ces lavages limitent le bruit de fond di a des
hybridations aspécifiques.

Un film d’autoradiographie (Biomax, Kodak) est exposé & la membrane pendant 2 a 4 jours

dans une cassette &8 —80°C avant d’étre développé par une développeuse automatique.
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8. Obtention de ’ADNc¢ du géne MECP2

8.1. Extraction d’ARN totaux et transcription inverse (RT)

Les ARN totaux sont extraits a ’aide de la solution TRIZOL® (TRIZOL® Reagent, Gibco-
Brl). La transcription inverse est réalisée en deux étapes & partir d’1 pg d’ARN totaux extrait
de leucocytes par le kit Reverse-transcriptase Superscript 1T (Gibco-Brl) en utilisant 500 ng

d’hexanucléotides selon le protocole du fabricant.

8.2. PCR

A partir des ADNc totaux générés, P ADNc complet du géne MECP2 a été obtenu par deux
amplifications spécifiques avec les couples d’amorces suivants : MEC1/3BR, 3CF/3ER
(tableaux XVII et XIX). Dans un volume final de 50 pl, 3 pl 1 I’ADNc, 1 uM d’amorces, 1,5
uM de MgCly a 50 mM, 250 uM de dNTP, tampon 1X et 2 U de Taq polymérase sont
utilisés. Aprés une dénaturation de 5 min a 95°C, 35 cycles sont réalisés comprenant chacun :
1 min a 95°C, I min au Tm et 1 min a 72°C, suivis de 10 min a 72°C. La Tm est de 62°C pour

ie couple MEC1/3BR, et de 56°C pour le couple 3CE/3E'R.

9, Inactivation du chromosome X

L’inactivation du chromosome X a été étudiée au locus HUMARA en Xqi3 (Allen et al.
1992). 1 ug d’ADN génomique total est digéré par 2 ul d'enzyme Hpall (10U/ pl) pendant 2
heures dans un volume réactionnel de 50 pl. Au bout de 2 heures, 2 pl d’enzyme sont
additionnés pour une durée au moins équivalente. L'enzyme Hpall est sensible a Ia
méthylation, c'est-a-dire qu'elle ne reconnait son site de restriction et ne digére ’ADN que si
la séquence de son site n’est pas méthylée. Une fois la digestion terminée, 'enzyme est
inactivée 5 min & 95°C et le produit est purifié sur colonne (kit Wizard® DNA Clean-Up
system, Amersham).

2 ul ’ADN génomique digéré purifié et 0,5 pl ’ADN génomique non digéré sont amplifiés
en paralléle par PCR fluorescente a ’aide d’amorces spécifiques du locus HUMARA, dans les

conditions suivantes: tampon de réaction 1X, MgCl2 1,5 mM, dNTP 200 uM, amorces 0.2

pM (chacune) et 2,5 U de Taq polymérase. Aprés une dénaturation de 5 min a 95°C, 35 cycles



sont effectués comprenant chacun : 30 sec 4 95°C, 30 sec a 59°C et 45 sec a 72°C, suivis d'une
¢longation a 72°C. Les qualité et quantité des produits d'amplification sont vérifiées sur un gel
d'agarose de 2%. Des bandes de 250-300 pb sont attendues. Selon leur intensité, les produits
de PCR sont plus ou moins dilués avant d'étre analysés sur le séquenceur ABI 310 par les

logiciels Genescan et Genotyper.

II. Technique de cytogénétique

1. Préparation des chromosomes

Les chromosomes métaphasiques sont obtenus a partir des lignées lymphoblastoides
continues. Les cellules sont bloquées en métaphase pendant 50 min & 37°C par [’action de la
colchicine (1 png/ml, agent anti-mitotique bloquant la formation du fuseau achromatique). La
membrane cellulaire est distendue par turgescence sous 'effet du KCI {75 mM) pendant 15
min a 37°C, et les chromosomes dispersés de facon optimum. Aprés une préfixation et
plusieurs lavages par du fixateur (3 volumes d’éthanol / 1 volume d’acide acétique} dans le
but d’é¢himiner au maximum le cytoplasme, les celluies sont étalées sur des lames dégraissées

Superfrost.

2, Hybridation ir sifu en fluorescence

2.1. Prétraitement des chromoscmes

Dans un premier temps, les lames sont observées en contraste de phase afin de vérifier la
qualité¢ des métaphases obtenues. Ensuite, elles sont traitées par une protéase (pepsine a 100
ng /ml} pendant 5 min a 37°C, dans le but de débarrasser les chromosomes des protéines
nucléaires. Aprés deux lavages de 5 min a température ambiante dans une solution de PBS 1X
(NaCi 170 mM, KCI 3 mM, Na;HPO,4 10 mM, KH,PO, 1,8 mM, pH 7.,3), les chromosomes
sont traités par une solution de formaldéhyde 1% pendant 2 min, Suit de nouveau un lavage
dans du PBS 1X, avant une déshydratation dans trois bains successifs d’éthanol de
concentrations croissantes (70%, 85% et 100%), 1 min chacun. Les lames sont alors prétes a

I’emploi, si elles ne sont pas utilisées immédiatement, elles peuvent étre conservées a —20°C.



2.2. Obtention de la sonde

La sonde utilisée est le PAC 671D9 (Reichwald et al. 2000) qui contient un insert d’ADN
génomique humain d’environ 100 kb comprenant le géne MECP2 dans sa totalité. Ce PAC
nous a ¢été fourni par ’équipe du Dr Matthias Platzer de I'Institut de Biotechnologie
moléculaire de Iena (Allemagne).

I ng de ce PAC est marqué par incorporation de 16dUTP-biotine par Nick translation selon le
protocole du kit Bio-Nick (Gibco-brl).

Une fois la qualité¢ du marquage vérifiée sur un gel d’agarose 0,8% par obtention d’un "smear”
compris entre 500 et 2000 pb, une premidre précipitation & [’éthanol est réalisée afin
d’éliminer les nucléotides marqués non incorporés. Le culot est resuspendu dans du tampon
TE 10:1, puis mélangé avec une quantité 50 fois supérieure d’ADN cot 1 (Gibco-brl). Cet
ADN cot | correspond & un condensé de séquences répétées du génome humain. Lorsqu’il est
mélangé a une sonde, il bloque les séquences répétées contenues dans cette sonde, empéchant
ainsi Ia sonde de se fixer aux séquences répétées lorsqu'elle est hybridée sur les chromosomes
cibles.

L’ensemble (sonde et ADN cot 1) est précipité de nouveau a [’éthanol afin de le resuspendre
dans un petit volume (13 ul) de tampon d’hybridation {(formamide désionisée 50%, sulfate de
dextran 10%, SSC 2X, Tween 20 1%, pH 7).

1 ul de sonde témoin (dans notre cas, sonde complémentaire des séquences o-satellites du
centromeére du chromosome X) directement marquée par un fluorochrome émettant dans le
bieu, peut-étre ajoutée (CEP X spectrum aqua VYSIS).

La sonde ainsi préparée est préte a étre utilisée, dans le cas contraire, elle peut étre stockée a

-20°C.



2.3. Dénaturation des chromosomes et de la sonde

Les chromosomes sont dénaturés 2 min a 74°C dans une solution de formamide 70%/SSC 2%,

pH 7, et la sonde 5 min a 74°C.

2.4. Hybridation

Les 13 pl de sonde ainsi dénaturée sont déposés sur les chromosomes eux-mémes dénaturés,
recouverts d’une lamelle scellée par de [a colle a rustines. L’ensemble est incubé une nuit &

37°C dans une chambre humide.

2.5. Lavages

Les lavages ¢liminent d’une part ['excés de sonde et d’autre part les hybridations non
spécifiques. La lame est lavée 2 min dans une solution stringente (SSC 0,4X/ Nonidet P40
0,3%, pH 7-7,5) a 73°C , puis 15 sec dans une solution moins stringente (SSC 2X/ Nonidet
P40 0,1%, pH 7-7,5) a température ambiante.

2.6. Détection immunocytochimique

La détection immunocytochimique est seulement nécessaire lorsque la sonde est marquée de
facon indirecte par un hapténe tel la biotine. Dans notre cas, nous avons utilisé¢ un kit de
détection & la fluorescéine (FITC : fluorochrome émettant dans le vert) (kit Biotine-FITC
detection, Oncor-Appligéne).

La lame est incubée 10 min dans une solution BN block (Bicarbonate de sodium 0,1 mM,
Nonidet P40 0,025%, pH 8,0, poudre de lait 5%) afin de saturer la lame et d’éviter ainsi une
fixation non spécifique des anticorps. 60 il d’une solution d’avidine marquée a la fluorescéine
(avidine-FITC) sont déposés sur la lame, recouverts d’une lamelle et ’ensemble est incubé 10
min a 37°C dans une chambre humide.

Aprés 3 lavages de 2 min chacun, & température ambiante dans une solution de BN
(Bicarbonate de sodium 0,1 mM, Nonidet P40 0,025%, pH 8,0), une amplification du signal
est effectuée par une premiére incubation de la lame a 37°C en présence de 60 ul d’anticorps

anti-avidine biotinylés. Puis aprés 3 lavages de 2 min a température ambiante dans la solution
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de BN, une seconde incubation de la lame & 37°C avec 60 ul d’avidine-FITC est réalisée.

Finalement, la lame est lavée trois fois dans la solution de BN.

2.7. Contre-coloration et observation de la lame

Une fois séchée a I’abri de la lumiére, 20 pl de DAPI (1 pg/ml, VYSIS), agent intercalant
fluorescent émettant dans le bleu et mélangé avec une solution “antifade” évitant une
extinction trop rapide du signal fluorescent, sont déposés sur la lame. La pénétration du DAPI
n’étant pas tout a fait instantanée, une attente de 3-4 heures est nécessaire afin d’obtenir une
meilleure définition des chromosomes.

La lame est observée a 1’aide d’un microscope a fluorescence €quipé d’un systéme de fiitres
d’émission et d’excitation spécifiques des trois fluorochromes utilisés (DAPI, fluorescéine et
aqua). De plus, le microscope est relié & une caméra afin de photographier les métaphases
intéressantes. L’analyse de ces images numérisées, obtenues lors de trois captures successives
(une pour chaque fluorochrome) est réalisée 4 [’aide du logiciel d’analyse d’images Smart

Capture (VYSIS).
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Abstract Mutations in the X-linked methyl-CpG-bind-
ing protein 2 gene (MECPZ) have been found to be a
cause of Rett syndrome (RTT). In order to provide further
insights into the distribution and the spectrumn of muia-
tions, we investigated, in addition 1o the whole coding se-
quence, a phylogenetically conserved sequence within the
3" untranslated region (3° UTR} of the MECP2 gene for
55 sporadic RTT, including 47 typical and 8 nonclassical
cases. We have developed an approach based on confor-
mation-sensitive gel electrophoresis, sequence analysis
and, for the first time, Southern blot analysis. Mutation
detection. including unreported gross DNA rearrange-
ments, was achieved in 7% of classical RTT and 25% of
nonclassical RTT patients. The high prevalence of recur-
rent mutations allows us to propose a molecular diagnosis
strategy for RTT.

Introduction

Rett syndrome (RTT, MIM 312750) is a childhood neu-
redevelopmental disorder that occurs almost exclusivelv
m female children, with an estimated prevalence of 1 in
10,000-15,000 (Rett 1966; Hagberg et al. 1983). Affected
giris are considered to have normal development for the
first 6-18 months, followed by a period of regression,
marked in particular by loss of purposeful hand use and
speech. Seizures, autistic features, ataxia, growth retarda-
tion with deceleration of head circumference growth and
breathing abnormalities often accompany a profound
mental handicap. The genetic basis of RTT has been diffi-
cult to establish, because most cases are sporadic. How-
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ever, mapping studies with rare familial RTT cases have
focused attention on Xq28 (Webb et al. 1998), and re-
cently mutaticns in the X-linked MECP2 gene were iden-
tified in RTT patients (Amir et al. 1999). MECP2 encodes
the methyl-CpG-binding protein 2 (MeCP2), an abundant
chromosomal protein that binds specifically to methylated
CpG dinucleotides and seems to act as a global transcrip-
tional repressor {Nan et al. 1997). The protein consists of
an 85-zminoacid methyl-CpG binding domain (MBD).
which is essential for its binding to 5-methylcytosine. and
an 104-aminoacid tramscriptional repression domain
(TRD) which interacts with the co-repressor Sin3A and
histone deacetvlases, the resulting co-repressor complex
inducing core histones deacetylation and transcriptional
silencing (Nan et al. 1998).

Wan et al. (1999) reported matially that approximately
50% of a small group of sporadic and familial RTT have
missense or truncating mutations in the MECP2 gene.
More recently. studies reported data showing that MECP?2
mutations account for most cases of typical of RTT (up to
809%) (Amir et al. 2000; Bienvenu'et al. 2000; Cheadle et
al. 2000: De Bona et al. 200(; Huppke et al. 2000; Xiang
et al. 2000). suggesting that another major RTT Jocus is
uniikely. So far, different screening techniques have been
used to detect MECP2 murations, including denaturing
gradient gel electrophoresis, single-strand conformation
polymorphism analysis, heteroduplex analysis and DNA
sequencing.

In the present study, to provide further insights into the
distribution and the spectrum of mutations at the MECP?
locus, we analvzed 47 typical sporadic cases of Rett syn-
drome and 8 of nonclassical RTT. We used three ap-
proaches to scan the MECP2 gene for mutations: confor-
mation-sensitive gel electrophoresis, sequence analysis
and, for the first time, Southern blot analysis in order to
detect gross gene rearrangements. We found the disease-
causing mutation in 79% of classical RTT and 25% of
nonclasuical RTT patients, which provides additional sup-
port for MECP2 as the major locus in the pathogenesis of
Rett syndrome.
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Materials and methods
Patients and DNA samples

From the 53 sporadic RTT of our serjes, 43 patients were referred
to our laboratory through the French Rett Syndrome Association
and 12 were ascertained from the Neuropediatrics unit of the Cen-
tre Hospitalier Universitaire of Besangon, France (Dr. Amsallem).
We studied 47 patients with ciassical sporadic RTT, including a
pair of monozygotic twins. All these patients were diagnosed ac-
cording 1o the international criteria based on the Rett Syndrome
Diagnostic Criteria Work Group (Trevarthen et al. 1988). We also
investigated 8 female patients who had some features of sporadic
RTT but whe did not fulfill all the diagnostic criteria and were
considered as nonclassical cases. Blood samples were obtained
from patients and available parents after informed consent. Total
genomic DNA was extracted using the Nucleon BACC3 kit
(Amersham Life Technologies) according to the manufacturer’s
protacol.

Mutation detection
Conformation-sensiiive gel electrophoresis and sequence analviis

Primer pairs described by Amir et al. (1999) and modified by Wan
et al. (1999) were used to amplify, from genomic DNA. the three
MECP2-coding excns and flanking intronic sequences in eight
overlapping fragments of 300400 bp. Standard PCR was carried
out in a 50-11 reaction volume containing 100 ng genomic DNA,
1 uM primers. 250 uM dNTP, 5 pl reaction buffer (Eurobic;
670 mM TrisHCI pH 8,8 ; 160 mM (NH,),804; 0.1% Tween 20),
1 mM MgCl2 (Eurobio) and 2 U EurobioTaq DNA polvmerase.
Cycling parameters were 95°C for 5 min, followed by 335 cycles of
85°C for 1 min, (T,,) for 1 min, 72°C for 1 min, and a final step of
extension at 72°C for 10 min. The (T,) varies from 35°C 10 70°C
for the three exons.

The amplified products were analyzed by conformation-sensi-
tive gel electropheresis (CSGE). Briefly, after denaturation at
98°C for 5 min. products were allowed to reanneal for 60 min a1
68°C and electrophoresed at 450-500 V overnight, on a conforma-
tion-sensitive semi-denaturant poiyacrylamide gel to resolve het-
eroduplexes (adapted from Ganguly et al. 1994; Philippe et al.
1997},

When CSGE variants were detected, products were purified
with the QIAGEN QlAquick gel! extraction kit and cvele se-
quenced using the ABI PRISM big dye terminator cycle sequenc-
ing ready reaction kit (Perkin Elmer). Cycle sequencing products
were purified on DyeEx spin kit (QIAGEN), sequenced on both
strands on an ABI 310 automatic sequencer and analyzed visnally
by comparison between the mutated sequence and a normal control
sequence.

For patients without any CSGE variants, we sequenced the
whole coding sequence and flanking intronic sequences of the
MECP2 gene.

For the missense mutations never reported so far in the litera-
ture. and when nucleotide substitution generated or abolished a re-
striction enzyme site, PCR-RFLP was performed.

Southern blor analysis

Genomic DNA 10 pg was digested with 20 U of several restriction
enzymes (BamHI, Bglll, EcoRI, Hindlll, Ncol, Pstl, Sacl. New
England Biolabs), electrophoresed overnight on a 0.8% agarose
gel, and transferred to a nylon membrane (Hybond N*, Amersham)
by upward capillary wransfer. After a prehydridization step at 65°C
for at least 2 h in hybridization buffer (NaCl 750 mM. heparin
50 pg/ml, SDS 1%, dextran sulfate 5%, salmon sperm DNA
50 mg/l). membranes were hybridized at 6§3°C for 16 h with the
DNA probe labeled with {o-*?P]JdCTP by & random primed reac-
tion, washed several times a1 variable stringency (SSC 2X at room

Table 1 Additional primers used in our study

Primers Seguences

PolyAlOF 5-GCTGAGTATTCTTTGCTTTCAC-3"
PolyAlOR 5-TAGCCAAATGACTGAAAGCAC-S
MEC1 5-TGTTAGGGCTCAGGGAAGAAAAG-3”
3BR 5-CTGCACAGATCGGATAGAAGAC-3
3CF 5-GGCAGGAAGCGAAAAGCTGAG-3
3ER 5-CGGTAAGAAAAACATCCCCAA-Y
3BF 5-AACCACCTAAGAAGCCCAAA-F
3DR 5-CTCCCTCCCCTCGGTGTTTG-3°

2BF 5-AGCCCGTGCAGCCATCAGCC-3"
3AR 5-CTTCCCAGGACTTTITCTCCA-3"

temperature, SSC 2X+SDS 0.1% at 65°C, and SSC 0.1X at 63°C ).
and exposed to X-ray films at —80°C for 32— dayvs.

The probe was obtained by RT-PCR with the primer pairs
MECI!/3BR and 3CF/3ER (Table 1), which allow amplification of
the whole coding region of the MECF2 gene. The reverse tran-
scripiion was realized on 1 pg of total RNA isolated from blood
using trizol solution (Gibco-Brl), with the Superseript I reverse
transcriptase kit (Gibco-Br]) using 500 ng of random oligehexamer
primers according to the manufacturer’s recommendations.

X-Chromosome inactivation assay

To determine the pattern of X-chromosome inactivation for the pa-
tient with R49X mutation. we performed a gene methylation assay
at the fragile X locus, as previously described (Carrel and Willard
1996).

Results

We identified a mutation into the MECP2 gene in 37 of
47 classical RTT patients (79%), and in 2 (25%]) of 8
cases with suggestive but nondiagnostic features of RTT
(atypical RTT). Therefore. this represents a total of 39 pa-
nents with mutations in the MECP2 gene. The 39 ge-
nomic alterations reported in our series correspond to
18 different mutations, which can be divided into four cat-
egories: 5 nonsense mutations, 5 missense mulations.
7 frameshift mutations and 1 splice site mutation.

All missense mutations were shown to have arisen de
novo, which is consistent with their pathogenicity. Four
missense mutations (R106W, T158M., R306C and P302R)
have already been described elsewhere {Amir et al. 1999,
2000: Wan et al. 1999; Bienvenu et al. 2000; Cheadle et
al. 2000; Huppke et al. 2000; Xiang et al. 2000). and the
first three were recurrent in our study (R106W in 4 cases,
T158M in 3 cases and R306C n 2 cases). All missense
mutations are located in a functional domam (MBD or
TRDj}, arguing for their pathogenicity. The G161W muta-
tion has not been described previously. As the hvdrogen
residue of the glycin is changed into a double cycle, one
can speculate that this missense mutation creates a sterica]
bulk, which disturbs the conformation of the MeCP2 pro-
tein. The G residue belongs to the MBD consensus se-
guence defined by a multiple sequence alignment encom-
passing the MBDs from the five members of the MBD
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1 2 1 2

Fig.1 X-chromosome inactivation study for the patient with the
R49X murtation, showing a skewed pattern (W7 wild type, 7 PCR
on undigested DNA. 2 PCR afrer Hpa 11 digest)

family (Wakefield et al. 1999); Also, the sequence analy-
sis of both parents confirmed the de novo occurrence of
this mutation. Moreover, the substituted glvcin is con-
served in the MECP2 gene from mammals to Xenopus
laevis, and direct sequencing of 100 control chromosomes
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from unrelated unaffected individuals has never revealed
this amineacid substitution at position 161. This muration
can be detected by PCR-RFLP, since it abolishes a Bsrl
restriction site,

Two silent polymorphisms C382T (5194) and C867T
{(T299) that have been described previously (Bienvenu et
al, 2000. Cheadle et al. 2000) were also detected; the
C897T substitution was also present in the patient’s
mother. We also characterized an unreported variant out-
side the coding region, G1470A located 9 bp after the stop
codon. Al these variants have been found in patients with
4 nonRsense mutation.

In our study, two mutational mechanisms, nuclectide
substitution and duplication / deletion led to the genera-
tion of truncated proteins. Nucleotide substitutions create
a premature stop codon in 17 unrelated cases divided mio
five different nonsense mutations. Among these five mu-
tations, four are recurrent (R168X, R235X, R270X and
R294X) and have been already reported {Amir et al. 1959,
2000; Wan et al. 1999; Bienvenu et al. 2000; Cheadle et
al. 2000: De Bona et al. 2000; Huppke et al. 2000; Xiang
et al. 2000). We identified an €arly-truncating mutation.

Fig. 2a—c Characterization a) intron2 exond

of the splice site mutation

(A378-2C) at the RNA level. nnCCCCaCagTCCCCAGGGA...... wildtype
a The A—C transversion (ar- ABTE2C

row}, at the acceplor splice site

of intron 2 was ideniified by

sequence analysis on genomic
DNA. b Sequencing of the
RT-PCR-product with the
primers 2BF/3AR used to am-
plify a fragment of 526 bp sur-
rounding the junction between

o)

..ccccaccgTCCCCAGGGA...... patient

exon 2 and exon 3. ¢ The use
of a cryptic acceptor splice site
7 bp within exon 3 leads to a
7-bp deletion in the resulting
mRNA . The mutated nu-
cleotide is underfined

i A

P

ﬁ.&TCCC:C.-’«tGKGG’

wild type

G &
patient
....cCcCcacagTCCCCAGGGA......  wildtype

.....ccccaccgtecceccagGGA...... patient
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R49X, which is located upstream from the MBD. The pat-
tern of X-chromosome inactivation (XCI} in peripheral
blood leukocyte DNA in this patient is skewed (Fig. 1).

We identified a splicing mutation (A378-2C transver-
sion) that affects the acceptor splice site of exon 3. We
studied the patient’s MECP2 mRNA to determine the con-
sequence of this mutation. To do so, we used the primer
pair 2ZBF/3AR {Table 1) to amplify. by RT-PCR, a frag-
ment of 326 bp including the junction between exon 2 and
exon 3. The sequence analysis of this RT-PCR product re-
vealed two populations of cDNA, the normal population
and a population with a 7-bp deletion. Therefore, the
spliceosome uses the next cryptic acceptor splice site 7 bp
further on in exon 3, leading to a 7-bp deletion, which
causes a frameshift-derived premature stop codon (Figure 2).
Splicing mutations at the same acceptor site were reported
with another nucleotide change (A378-2G) twice in two
different studies (Huppke et al. 2000; Amir et al. 2000},
bur without being entirely characterized ar the mRNA
level.

Frameshift mutation due to single nucleotide deletion
was identified in one case. The 439 delG creates a TAA
stop codon after 13 missense aminoacids in the MBD. A
5-bp duplication (747dupCGCCC) introduces a premature
step codon 40 aminoacids further within the TRD. Inter-
estingly, four different but overlapping deletions were
identified in a pertion of 57 bp located at the 3° end of the
MECPF?Z gene. These deletions consist of a 31-bp deletion
and of three different 43-bp deletions. All these deletions
led to the same premature stop codon (P403X), and one-
fifth of the protein {83 aa) is missing in the resulting pro-
teins.

The third exon of the MECP2 gene contains a large
{>8.3 kb)y 3* UTR, with several polyadenylation sites that
enable the generation of multiple transcripts of different
lengths (Coy et al. 1999}, Sequence comparison between
the human and mouse homologues revealed several
blocks of very high homology separated by less conserved
sequences. Interestingly, MECP?2 is highly expressed in
fetal brain, where the 10.1-kb transcript contwaining the
fongest 3” UTR is the predominant isoform. We analvzed
300 bp around the 10.1-kb transcript polvadenylation sig-
nal in 34 patients by CSGE and found three variants (data
not shown). The sequence analysis revealed for the three
variants an insertion of a cvtosine in the poly-C tract
within this region. We performed the same study on 100
control women (200 X chromosomes), and found the
same insertion in 7 cases, suggesting a neutral and rela-
tively frequent {3.5%) polymorphic variant. In addition,
comparison of the 3° UTR of the human and mouse
MECP?2 genes revealed that this variant falls in a small re-
gion of the fragment surrounding the polyadenylation sig-
nal. which is not conserved between the two species.

Southern blot analysis of the MECP2 gene

Using Southern blot analysis, two additional rearrange-
ments were identified (patients 2 and 9) (Fig. 3). Thanks

to a PCR approach with the primer pair 3BF/3DR {Table 1)
on the patient from whom the DNA was taken, we could
delimit the first rearrangement. It corresponds to a 436-bp
deletion (736del436 bp), which eliminates two-thirds of
the TRD and creates a premature stop codon 3 missense
aminoacids further. The 5" and the 3° ends of this deletion
are flanked by a 6-bp direct repeat that may have been in-
volved in the deletion process {Fig. 4). For the second one,
we confirnied the rearrangement using seven different re-
striction enzymes. At the present time, we have not yet
found direct evidence that this rearrangement results in a
truncated protein, but this seems the most likely scenario.

a) Bgl )i digest

kb

21

no
oo

Caz

b} Bam HI digest

12 3 4 5 8 7 8 9 10 p

‘s - - 21

2 Wl 50

‘:.’.Q‘nu.u

= 3.6
““”“Mﬁmw”s,a

Fig,3a,b MECP2 rearrangements detected by Southern blotting.
At least three different restriction enzymes {BamHI. Bglll and
EcoRI) were used to screen RTT patients for gross DNA re-
arrangement. The results obtained with two resiriction enzymes a
Bglll and b BamH! for ten patients are shown. Patient 2 presenis «
junction fragment with Bglll and BamHT (arrowheady. Patient 9
shows a junction fragment with BglIl. and a more intense {ragment
with BamHI {arirow)
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Fig.4a,b Characterization of a)
the rearrangement in patient 2 bp
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at DNA level. a Fragment am-
plified with the primer pair
3BF/3DR surrounding the
deletion after purification with
the QlAquick gel extraction kit 500
(A 100 bp DNA molecular

weight marker, WT wild type,

P2 patient 2). b Sequencing of

1000

the deleted fragment. The ar-

rows show the 6-bp direct re- b}
peats most probably involved
in the deletion process. The
two slashes and the dorred line
indicate a portion of the
deleted sequence that is not
shown

TCAGGTGGAGGTGGGGGCAGGEG...... / LTGACCTGGGTGGATGTGGTGGC

normal sequence

TCAGGTGGATGTGGTGGC P2 sequence

MM

Discussion

In this paper, we report a detailed analysis of the MECP?
genie in a large number of Rett syndrome patients. Besides
conventional mutation screening procedures with CSGE
and direct sequencing of the whole coding sequence,
Southern blot analysis allowed us to detect unreported
larger DNA rearrangements within the MECPZ gene. In
addition, we extended the search for mutations within an
evolutionarily conserved region of the MECP2 3° UTR.
Altogether, we identified an heterogeneous spectrum
of disease-causing MECPZ mutations in a high proportion
(79%) of classical RTT patients. As previously described.
we detected mutations in nonclassical RTT (25%) broad-
ening the range of phenotypes related to RTT. The muta-
tions reported in our study include two types of DNA
modifications: nucleotide substitutions (72%) and dele-
tions / duplication (28%j). These alterations are scattered
all along the MECP2 gene. During this study. we identi-
fled 18 different mutations with two novel mutations
{(G161W and R49X). So far, early truncation in the
MECP2 gene associated with RTT has been described
once in the literature (Kim et al. 2000). Clinical evalua-
tzon of the gir] with the R49X early truncation showed all
criteria of classical RTT except for epilepsy. She is unable
to walk unsupported. These mutations are likely to lead 10
a complete loss of function of the MeCP2 protein. More-

over. the nonsense-mediated mRINA decay reduce mRNA
abundance decreasing the synthesis of truncated protein
{Maguat 1996; Culbertson 1999). The low frequency of
early truncations in the MECP2 gene should suggest a
deleterious effect. The nonrandom XCI found in the pa-
tient mav have contributed to protect the patient against
the deleterious effect of the R45X mutation.

In addition. and for the first time, using the MECP?
cDNA probe we detected two gross DNA rearrangements
extending the spectrum of MECP2 mutations in RTT.
Such rearrangements have commonly been observed in
patients with other X-knked diseases as Duchenne muscu-
lar dystrophy. Smaller recurrent deletions of 43 bp and
31 bp within the same region between bp 1156 and 1164
were identified; these deletions do not affect the two func-
tional domains but result in the loss of one fifth of the pro-
tem. Other small deletions (from 7 to 170 bp) have re-
cently been described in the same region (Amir et al
2000; Bienvenu et al. 2000; Cheadle et al. 2000; De Bona
et al. 2000; Huppke et al. 2000; Xiang et al. 2000), sup-
porting the idea that this region is certainly a hot spot for
deletions, notably around the nucleotides 1156-1164,
where 36% of reported deletions occur. Moreover, as it
has aiready been reported (Bienvenu et al. 2000; De Bona
et al. 2000), we found CCACC direct repeats at or near
the joining site 1n the four deletions located at the 37 end
of the MECP?2 gene reported in this paper. Interestingly. it
has been shown that the deletion of the carboxy-terminal
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Table 2 Summary of all MECP2 murations aiready associated with Rett syndrome. This table inciudes murations published so far toget
with mutations reported in our study, which are wnderlined [CRIR CoRepressor Interacting Regien (Nan et al 1998), CTS C-terminal segme

Mutations Location  Domain Nucleotide Aminoacid Restriction Recur-  References?
change? change site® rence®
Missense Exon 2 MBD C291A DO7E None i {7)
Exon 2 MBD Ca0iA PIOIT None ! S
Exon 2 MED C302A PIO1H Nlaill(+) 1! (4)
Exon 2 MBD C302A PIOIL None ] (4)
Exon 2 MBD G3174A RI06Q None 1 (3)
Exon 2 MBD C316T RI06W Nla [T+ (12+4)  Our studv, (1), (2), (4. (5}, (6. (7
Exon 3 MBD C397T R133C None 8 (13, (23, (), (3%, (7}
Exon 3 MBD G398T RI33L None 1 )]
Exon 3 MBD C401G S134C None 2 (4, (3
Exon 3 MBD C435G P152R Nlalv{) 3 {2), (), (3)
Exon 3 MBD T463A F1551 None 1 (7
Exon 3 MEBD T464C F1358 THi(+) 2 (D, (2
Exon 3 MBD C468G DI56E None 1 (2)
Exon 3 MBD C473T Ti58M Nla [Ml{+)  (15+3 Cur study. (1), (2% (30 (30 (3).(7)
Exon 3 MEBD Ga8]1T Gl6l W Bsrii-) 1 Qur study
Exon 3 TRD C674G P225R None 4 (2 (4, (9
Exon 3 TRD C904G P302A None i (5}
Exon 3 IRD 905G P3G2R Bse RIi+y 2 .Qgs_lggiy,. (3}
Exon 3 TRD C905T P302L None 1 )
Exon 3 TRD C916T R30a6C Hha [{-} (16+2)  Qur study. (2). (3, (41 (53, (6). (7)
Exon 3 TRD GO17A R306H Hha I(-) 1 {4
Exon 3 TRD C964G P322A Dra II(+) 1 (3
Exon 3 TRD C965T P3Z2L AluTr4) 1 (5)
Exon 3 CTS Al46iC X487C FrudHI (+) 1 (3
Nonsense Exon2 C129T Q19X Bpm I 1 (8)
Exon 2 Cl46A S49X None 1 Our study
Exon 3 MDB C423G Y141% None 2 (2). (9
Exon 3 CRIR Ca027 RIBRX Hph I{+) (38+3)  Qur study. (2}, (30 120 (55,000 (71,19}
Exon'3 CRIR C508T QI70X None 1 2
Exon 3 CRIR AS92T R198X Mae Ii+) 1 (3)
Exon 3 TIRD C763T R235X None (24+6)  Qurstudy, (1}, (23, (30 (4. (30 16). (7). 19
Exon 3 TRD AT766T K256X None 1 (2}
Exon 3 TRD CROBT R270X Nlalvi-l (1843  Qurstudv. (2), (35, (4). (31.(D
Exon 3 TRD CR30T R294X None {17+4)  Qurstudy, (2), (3). (43, (30 (7119}
Splicing site Intron 2 MBD A378-2C L138X Bsl Ii+) 1 Qur study
Intron 2 MBD A378-2G NlalVi+) 2 t2).(5)
Deletions/ Exon 3 MBD 238delCA None 1 {(5)
insertions Exon 3 MBD  407del307+ins3 ! 4)
Exon 3 MBD 411delG L138X None I (6}
Exon 3 MBD 4371delA None i (9)
Exon 3 MBD  439delG V139X None 1 Qur study
Exon 3 TRD 634deldbp None 1 (4)
Exon 3 TRD 706delG None 1 ()
Exon 3 TRD 730del436bp P391X I Our study
Exon 3 TRD 803delG None 1 {(2)
Exon3  TRD 806deiG V288X NlalV(-j 4 (4, (8)
Exon 3 CRIR 620insT E235X Bsg If-) 2 (1), (2)
Exon 3 TRD 677insA None 1 (3}
Exon 3 TRD 747dup3bp V288X Fau Ii+) 1 Our siudy
Exon 3 CTS 1127ins10bp ! {7)
Exon 3 CTS 1194insT Bspw lt+) 1 (3)
Exon 3 CTS 1195insT None ! (2}
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Mutations Location  Domain  Nucleotide Aminoacid Restricion Recur-  References?
change® change siteb rence*

Exon 3 CTS 1364insC None 1 (5)

Exon 3 Crs 1150del43bp P403X 1 Qur study

Exon 3 TS 1157del3ibp P403X 1 Our study

Exon 3 CTS 1158dsl43bp P403X 1 Our study

Exon 3 CTS 1164deld3hp P403X 2 Qur study

Exon 3 CTS 1096-1165del 7 21 (1), (3), (4, (3, (1), ()

to 170bp

aNucleotides were numbered from the first base of the translation
mitiation AT G codon (GenBank accession No AF030876 for the
compiete sequence and accession No 4826829 for the mRNA se-
quence) according to Wan ez al. (1999)

b{+) generated, (-} abolished

cex: (12+4) this mutation has been reported 12 times in the litera-
ture and was found again 4 times In our study

63 aminoacids of MeCP2 protein impairs its binding with
the nucleosomal DNA during the transcription regulation
process (Chandler et al. 2000).

So far, the search for mutations has been Iimited to the
coding sequence of MECP2. The 3" UTRs may exert
post-transcriptional regulation enabling rapid modulation
of protein levels in response to different developmental or
physiological changes (Decker and Parker 1995). The
strong conservation of several blocks within the 3" UTRs
of MECPZ genes n different species indicates that these
sequences are under selection pressure and therefore func-
tionally importani. Interestingly, MECP2 is highly ex-
pressed in fetal brain, where the 10.1-kb transcript con-
taining the longest 3° UTR 1s the predominant isoform.
Using CSGE analysis of a phylogenetically conserved
300-bp sequence around the 10.1-kb transcript-specific
polyadenylation site, we detected only polymorphic vari-
ants, which is an argument suggesting that disease-caus-
ing mutations in this region will be a rare event in RTT
patients,

Including the data reported so far in the literature
(Amir et al. 1999, 2000: Wan et al. 1999; Bienvenu et al.
2000; Cheadte et al. 2000; De Bona et al. 2000; Huppke et
al. 2000; Xiang et al. 2000), the spectrum of mutattons
into the MECP2 gene associated with RTT now encom-
passes missense (34%), nonsense (46%}, and frameshift
(20%) mutations. However, the occurrence of mutations
mainly in exon 3 (89%) and the multiple recurrence of
specific mutatiens (Table 2) point to true mutational hot

_spots that could propose molecular diagnosis strategies of
RTT. Indeed, three missense mutations (R106W, T158M,
and R306C) represent about a quarter (23%) of all muta-
tions in our study, and between 16% and 32% in studies
reported in the literature. In the same way, four nonsense
mutations {R168X, R255X, R270X and R294X) are very
frequent in reported studies. These seven mutations repre-
sent 64% of all mutations in our study, 72% in Amir and
Wan’s studies, 64% in Xiang's study, 60% in Cheadle’s
study, 58% in Huppke’s study, 62% in Amir et al.’s
{2000), and 63% in Bienvenu's study. Among these seven

9(1) Amir et al. (1999Y; (2) Amir et al. (2000); (3} Bienvenu et aj.
(2000); (4) Cheadle et al. (2000); (5) Huppke et al. (2000):; (&)
Wan et al. (1999): {7) Xiang et al. (2000); (8) Kim et al. (2000): (9)
De Bona et al. (2000)

mutations, five (R106W, T138M. R306C, R168X and
R270X)} were detectable by PCR-RFLP, which represenis
a more rapid alternative to direct sequencing. Besides
these substitutions, the remaining most frequent diseases
causing mutations are deletions. The small deletions clus-
tered in a 200-bp region could be identified by PCR,
and the deleted alleles are easily resclved from the nermal
allele by electrophoresis on a 2% agarose gel. For the
larger rearrangements, only Southem blot analysis can
readily detect them, because even with long-distance PCR
(Cheadle et al. 2000), the Iikelihood that a primer will be
located in the deletion is not negligible. So, to detect at
least 70% of Rett syndrome-causing mutations. we pro-
pose beginning with PCR-RFLP for the more frequent
missense or nonsense mutations and a simple PCR for
smal! deietions. In a second step, CSGE and Southern blot
analysis can be realized, allowing screening of ali the
MECPZ gene coding sequence. To complete the mutation
detection, sequencing of the whole coding sequence and
flanking intronic sequences of the three exons of the
MECP2 gene will be achieved.

We failed to 1dentify any mutation in 21% of cases with
typical RTT. The data reported initially by Amir et al.
(1999) found MECP2 mutations in 25% of RTT patients
using oniy one muration detection technigue (CSGE). We
now report on a mutation detection rate of 79%, and a rate
of 80% has recently been published (Cheadle et al. 2000).
Mutation screening in the promoter region and the use of
techniques to detect the loss of one allele (as FISH analy-
sis) might reveal additional mutations. Altogether, these re-
sults suggest that MECPZ is the major locus in classical
RTT, lowering the likelihood of the possibie involvement
of a minor second X-linked locus.
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Evidence of somatic mosaicism for a MECP2
mutation in females with Rett syndrome:

diagnostic implications

Viclaine Bourdon, Christophe Philippe, Thierrv Blenvenu, Bernadette Koenig,

Marc Tardieu, Jamel Chelly, Philippe Jonveaus

Eviror—Rert  syndrome (RTT)  (MIM
312750) is an X linked dominant neurodevel-
opmental disorder that occurs almost exchu-
sivelv in females. Affected girls are considered
to have a normal perinatal period followed by a

BUZUT JRIedgenel. COnt

period of regression, loss of acquired purpose-
ful manual and speech skills, hand wringing,
gait disturbance, and growth retardation.’ *

A gene for RTT has been identified in the
Xg28 region which encodes the methyl-CpG
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Frgure ] Detection of the twwo somatic mutations by
heteroduplex analysis. (A) DGGE resulrs sor case 1. DNA
extracted from a hanphoblasteid cell line Clane I) and a
Jresk blood sample (lane 3). The homoduplex band
corresponding to the deleted allele ¢s mrssing in DNA
exrracted from lmphocytes. Hi, heteroduples; Ho,
homoduplex; 40%-90% formannde gradient. (B) CSGE
results for case I (lanes 1-3) and case 2 (lane 5). Case I:
the somatic mutation is shown on DNA exvacted from a
Jresh blood sample (lane 1); the farher (lanz 2) and the
mother {lane 3) do nor carry the 26 bp deietion. Case 2 a
somatic delerion was detected on DNA extracted from
Iymphocytes as indicated by the absence of the deleted
homoduplex band (lane 3). Lane 4 depicts a CSGE
pattern of @ 31 bp delerion localised in the deletion prowe
region of the MECP?2 gene; the two homoduplex bands are
of equal intensity.

binding protein 2 {MeCP2) involved in tran-
scriptional silencing.” * This disorder most fre-
quently cccurs sporadically and results from a
de novo mutation, although a few familial cases
have been reported. Many studies® " have
shown that the MECPZ gene is mutated in
approximately 80% of patients with classical
RTT and the MECP2 mutaton spectrum

WL Fied Senl. comt
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includes missense, nonsénse, and {rameshift
mutations, as well as larger rearrangemments like
deletions encompassing a few hundred bp."
The failure to detect MECP2 rurations in the
remaining 20% may indicare the presence of
mutations in unexplored regions of the MECP2
gene, such as regularory elements or non-
coding regions, notably in the new first exon'”
or in an additional RTT locus.

Here, we report for rhe first time mosaicism
for a somatic MECP2 murtation found in two
unrelated fermnales affecred with RTT. These
two girls were diagnosed according to the
international criteria of the Rert Swvndrome
Diagnostic Criteria Work Group. ™

Case reports

The first patient (case 1) is 13 vears old. She
suffers from classical Retr syndrome with 76 of
the necessary criteria, 4/8 of the supportive cri-
teria, and none of the exclusion criteria.”* More
specifically, she had a normal neonatal period
and head circumference at birth and a phase of
social withdrawal at the age of 12 months when
she lost purposeful hand skills and developed
stereotypic hand movements, araxia, and
apraxiz., She suffered from breathing dysfunc-
tion and peripheral vasomotor disturbances.
She had severely impaired development bur
acquired independent walking at the age of 24
months. However, she did not acquire micro-
cephaly or develop epilepsy.

The second patient (case 2) was reported as
an arvpical case of RTT without any period of
regression. Both mental and moror develep-
ment were very slow. At the age of 4 vears, she
had acquired microcephaly (—2 SD) and had
very limited ambulation, but her hand use was
correct without hand wringing movements.
She developed epilepsy and progressive scolio-
sis. She is a placid girl withour useful speech
bur she communicates well by eye movements.

Methods and results

For case 1, an initial study on DNA extracted
from a lymphoblastoid cell line by denaturing
gradient gel electrophoresis (DGGE) and
sequencing showed thar she carried a 26 bp
deletion starting at position 11635, To confirm
this mutarion, DNA was extracred from a fresh
blood sample and the delerion was assessed by
direct sequencing. Surprisingly and despiie a
careful examination of the seguence, we did
not find the 26 bp deletion with DNA
extracted from leucocytes. This sample was
reanalysed by DGGE and heteroduplexes were
detecred while the homoduplex corresponding
to the deleted band was absen: (fig 1A). We
confirmed this result by conformation sensitive
gel elecrrophoresis {CSGE) analysis, which
showed the hereroduplexes but not the murant
homoduplex (fig 1B). The resuirs obrained
from peripheral blood lymphocytes suggested
mosaicism for a sematic mutation.

In order to determine the level of mosaicisim,
we used a semiquanrtitarive approach based on
fluorescent PCR. The MECPZ gene exon 3
porticn containing the deletion was PCR
amplified, the reverse primer being conjugared
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Figure 2 Semiguantitarive fluorescent PCR of the somatic mosaicism rare. (A) Case 1. Genotyper traces of the fluorescent
PCR products obtained woath three different rissues, blood (1. buscal mucosa cells (2), and hair bulb cells (3), shoum with
the three respectiue ratios of peak areas (X, X. X)). For eazr peak, the fragment size m bp and the peak area caladated
by Genescan is indicated. We assumed thar the mosatcism rat: zould be estimared bv calcudating the ratio berzieen the
deleted and the normal peak areas. (B Case 2. Genotvper traze of a flnorescent PCR product obrained from blood with the

ratie of peak areas {Y).

10 6-FAM (6-carboxy-fluorescein). PCR prod-
ucts were analvsed on an ARI 310 seguencer
and peak areas were generated by ABI Gene-
scan and Genotyper software. The ratio
between the deleted and normal peak areas
showed that onlv 36% of lymphocytes har-
boured rhe deletion, thart is, 18% of X chromo-
somes bore the 26 bp deletion (fig 2A). This
semiquantitative approach confirms that case 1
does have somatic mosaicism for the MECP2
deietion. The relatively low level of somaric
mosaicism could explain the normal sequenc-
ing result. Thus, mosaicism was quantified in
different tissues. DNA was extracted from
buccal mucosa cells’™ and hair bulb ceils. ™ The
level of mosaicism was about the same in buc-
cal mucosa cells (30%) as in lvmphocyies, but
lower in hair bulbs celis (17.5%) (fig 24).

Discussion

On the basis of these resulis, we hvpothesised
that some patients with RTT may in fact carry
a somatic mutaticn. Small deletions {from 7 to
170 bp) within the region between bp 1096
and 1165 of the MECPZ gene have been recur-
rently identified.” 7* ™ * " ** They do nor affect

WLVEL pntedgenel. com

the two functional demains but result in the
ioss of one fifth of the protein. Interestingly, it
has been shown that the delerion of the
carboxv-terminal 63 aminc acids of the
MeCP2 protein impairs binding with the
nucleosomal DNA during the transcription
regulation process.” These recurrent deletions
may be the result of paiindromic and quasipal-
indramic sequences within this region, which
are believed to form secondary structures that
render the region vulnerable to deletions,
Therefore, using our fluorescent PCR ap-
proach. we reanalysed the 3' region of the
MECP? gene, between bp 1096 and 1165, ina
cohort of 29 patients diagnosed as typical or
atvpical RTT; for these patients, we failed to
detect any muration using a2 bidirectional
sequencing straregy of the entire MECPZ cod-
ing region. A second somatic mosaicism for a
27 bp deletion was identified in peripheral
bicod lvmphocytes from case 2 with atypical
RTT; the mosaicism rate was quantified with
our fluorescent approach 1o be about 37% (fig
2B;. We confirmed this result by CSGE analy-
sis ffig 1B).
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In both cases, numerical aberrations of the X
chromosomes as a cause for the uncommon
flucrescent PCR partrerns were excluded by the
presence of a normal 46.XX karyotype.

These two patients show a similar deletion
with an equivalent mosaicism rate in blood, bur
a distinct clinical presentation. X inactivation
study on preband 1 with typical Rett syndrome
showed a random partern of inactivation in the
peripheral blood. Although the resulrs have to
be extrapolared from the peripheral blood cells,
it would suggest that in the brain the majority
of mutated X chromosomes may remain active
in the gir] with classical Rett syndrome. Our
resuits fllustrate clearly once again the difficulty
in establishing a correlation between genotype
and phenctvpe in RTT.

Recently, a boy with a mosaic mutation has
been described.” To our knowledge, we show
for the first rime that somartic mosaicism for
MECPZ muration in girls is not infrequent (two
somaric murtations on 102 purative RTT cases
studied) and may cause different phenorypes.
These clinical and molecular findings suggest
thar muldple forms of mosaicism (X inactiva-
tion mosaicism and somatic mosaicism) may
be present in a single patient with RTT. Mosai-
cism has been documented for chromosomal
abnormaliries, mirochondrial mutarions, triplet
repeats,” and in a growing number of domi-
nant and recessive X linked gene disorders,
such as Duchenne muscular dvstrophy,™ hae-
mophilia B.” Conradi-HUnermann-Haprple
svadrome,” and double cortex/lissencephaly
syndrome.” Because a proportion of cells carry
the mutation not oaly in blood but also in tis-
sues deriving from other cell lineages, it must
be assumed that the mutation occurred very
eariy during embrvogenesis.

Finaily, the derection of mosaic mutation
depends mainly on the method used for the
idenrification of mutations within the MECP2
gene. Nowadayvs. the method of choice for
identifving deletericus murations relies on
direct DXNA sequencing. The zbility of this
method to derect mosaic mutations is poor,
which is particularly rrue when the mosaicism
rate is low. Our findings underline the need for
ar least two complemenrary approaches, such
as methods based on heteroduplex analvsis and
sequencing, for an efficient screening of the
MECP2 gene.,
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Abstract - Mutations in the X-linked methyl-CpG-binding protein 2 (MECP2) gene have been found to be a cause of Rett syndrome (RTT).
Mutation screening was based on variows techniques including denaturing gradient gel electrophoresis, single-strand conformation
palymorphism analysis, heteroduplex analysis, DNA sequencing and recently Southern Blot analysis. Mutation detection was achieved in
80% of typical RTT with a high prevalence of recurrent mutations. In order to provide further insights into the spectrum of MECP2
rearrangements in patients without any point mutation or small deletion/insertion in the coding region MECP2 gene, we screened 25 classical
RIT females using fluorescence in situ hybndization analysis. No deletion were found in our group, suggesting that MECP2 gross
rearrangerents are a rare cause of Rett syndrome. © 2001 Editions scientifiques et médicales Elsevier SAS

Rett syndrome / MECP2 gene / deletion / FISH

1. Introduction

Rett syndrome {RTT, MIM 312750} is a childhood
neurodevelopmental disorder which almost affects
girls, with an estimated prevalence of 1 in 10 000-
15 000 [21, 11]. Patients with classic RTT appear to
develop normally until age 6-18 months, at which
time they enter a period of developmental regression.
The affected girls suffer from gradual loss of speech
and purposeful hand use, development of microceph-
aly, seizures, ataxia, aulistic features, intermittent
hyperventilation and stereotypic hand movements.
Although most cases are sporadic, linkage studies in
the rare famihial RTT cases pointed to Xq28 as the
most likely candidate region [25]. By systematic
mutation analysis of genes in Xq28, Amir et al. [2]
identified the RTT gene as MECP2, the methyl-CpG-
binding protein 2, that is normally involved in tran-
scriptional silencing [17]. Numerous studies have
since found various mutations (missense, nonsense,

* Correspondence and reprints.
E-mail address: pjonveaux@chu-nancy.fr (P. Jonveaux).

frameshift) in the coding region of the MECP2 gene,
in as many as 80% of patients [1-9, 12, 14-16, 18, 19,
23-26). Most mutations occur within the two func-
tional domains, the methyl-CpG-binding domain
{MBD) and the transcriptional repression domain
(TRD} of MeCP2. Moreover, small deletions (azbout
20-80 bp) focused on a limited region localised after
the second functional domain (TRD).

The failure to detect MECP2 mutations in the
remaining 20% patients may indicate the presence of
mutations in unexplored regions of the MECP2 gene,
such as regulatory elements or nonceding regions.
Most MECP2 mutations reporied so far lead to
inactive MeCP2 proteins (premature stop codons or
amino-acid changes in the functional domains} argu-
ing for an haplo-insufficiency of the MECP2 gene in
RTT. Therefore, the complete loss of one aliele might
be involved in RTT. In this study, we locked for
MECP?2 deletion by fluorescence in situ hybridization
(FISH) on a panel of 25 girls with classic RTT .
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2. Materials and methods
2.1. Patients

We studied 25 female patients with classical spo-
radic RTT without any mutations identified in the
MECP?2 coding region after complete sequencing and
Southern blot analysis [6]. They were referred through
the French Rett Syndrome Association and were
diagnosed according to the Rett Syndrome Diagnostic
Criteria Work Group [22]. Blood samples were ob-
tained after informed consent.

2.2. Fluorescence in situ hvbridization

Metaphase spreads from control females and RTT
patient lymphoblastoid cell lines were prepared ac-
cording to standard procedures. A slides pretreatment
by pepsin digest during 10 min (10 pg/mlL} was made
to eliminate cytoplasm. Chromosomal DNA denatur-
ation was obtained in 70% formamide, 2X SSC, pH 7
at 73°C during 2 minuies. The probe used was the
PAC clone 671D9 containing only the MECP2 gene
{accession number: AF030876, 20]. 1 ug was labelled
with biotin-16-dUTP by nick translation using Bio-
Nick lat (Gibco-BRL, Germany). For each experi-
ment, the labelled PAC DNA was used together with
a CEP X Spectrum Aqua probe {Vysis, USA) specific
to the X chromosome a-satellite region. The probe
mixture was denatured for 10 minutes at 73°C and
directly added to the slide. Slides were incubated
overnight at 37°C, and washed for 2 min with
0,4XS8C/0,3% Nonidet P40, pH 7, and for 15 s with
2X88C/0.1% Nonidet P40, pH 7. Biotin-labelled
probe was detected according to the protocol of the
fluorescein detection kit (Oncor-Appligene, France).
Finally, slides were counterstained with DAPI 1 (4’6
diamino-2 phenylindole} (Vysis, USA) and analysed
on a Zeiss cpifluorescence microscope (Jena, Ger-
many} with a Sensys CCD camera {Photometrics,
USAY} and IPLab Spectrum Imaging Software (Vysis,
USA).

3. Results and discussion

Preliminary studies of the MECP2 coding region
using & mutation screening strategy based on
conformation-sensitive gel electrophoresis, sequence
analysis and Southern blot analysis did not reveal any
mutation in 25 classic RTT patients. Therefore, further
analysis by FISH was performed in order to exclude
large deletions of the RTT region in Xq28 in this

Figure 1. Metaphase chromosome spread shows the 2 control aqua
spots on the X centromeres, and the 2 green spots due to the PAC
671d9 probe hybridisation on the 2 MECP2 alleles in Xq28 region.
Na deletion was detected in any of the 25 RTT patients studied.

cohort of 25 patients. All patients have a normal
female karyotype. The 671d9 PAC clone which con-
tains the entire MECP2 gene, gave signals on the
distal Xg-region on both X chromosomes in more than
80% of the metaphases from both normal control
females, and the 25 MECP2 mutation free patients
(figure I). In addition, no duplication of the MECP2
locus was identified in any of the 25 RTT patients
analysed. Recently, Nielsen et al. [18] did no find any
deletion of the entire MECP2 gene in 3 classical RTT
patients, supporting our findings.

Repeated sequences are very commoen in deletion
prone regions [27]. As an illustration the steroid
sulfatase gene (STS) is compietely deleted in up to
90% of patients with X-linked-ichtyosis [13], or
conversely, the phenylalanine hydroxylase gene, poor
in long highly homologous segments, is deleted in
only 5% of patients with phenylalanine hydroxylase
deficiency [10]. Based on the data presented here, the
MECP2 gene seems to belong to the second gene
category; indeed complete loss (or duplication) of the
MECP2 gene seems to be a rare event in typical RTT
cases. However, more scvere phenotype associated
with congenital malformations could be caused by
contigous gene syndrome due to microdeletion in
Xq28 region encompassing the MECP2 gene.

In conclusion, gross rearrangements seem not to be
a MECP? gene mutational mechanism in RTT; an-
other way to illustrate a possible haplo-insufficiency
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of the MECP2 gene in RTT could be an expression
study by RNA quantification. A decreased expression
of the MECP2 gene would reveal mutations in regu-
latory elements. Finally, if any additional mutations in
MECP2 non-coding regions are identified in RIT
patients, a second disease locus might be involved in
this neurodevelopmental disorder.
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IMECP2 et retard mental

I gura faflu beaucoup de temps et
d’efforts pour découvrir la cause
moléculaire du syndrome de Rett,
cette encéphalopathie extrémement
sévére qui n'atteint que les petites
filles. Mais depuis la découverte de
Vimplication dans cette maladie du
géne MECP2 (pour methyl-CpG-bin-
ding protein-2), les recherches entre-
prises, nombreuses désormais, com-
mencent & porter leurs fruits.
Le géne Mecp2a été découvert chez le
rat en 1993 [1]. Il appartient & la
famille des génes codant pour des
protéines possédant un domaine de
fixation aux dinucléotides CpG
méthylés (MBD}. Il fut retrouvé
ensutite chez la souris, localisé sur le
chromosome X [2], puis chez
I'homme o il est soumis a I'inactiva-
tion [3]. Par la suite, il fut démonturé
que s'il n'était pas indispensable 2 la
multiplication des cellules souches
embryvonnaires (ES) males, iI 1'ézait
en revanche pour le développement
des embrvons de souris miles [4].
MECP2 posséde, en plus de son
domaine MBD, un domaine de
répression transcriptionnelle (TRD)
pouvant fonctionner i distance in
vitra et in wvo [3] (figure 1) et inter-
agissant avec un complexe contenant
un répresseur de transcription,
mSin3A, et une histone désacétylase
(m/s 1997, n°10, p 12053). L utilisa-
ton de trichostatine A, inhibitrice de
la désacétvlation, avait révélé que
certe réaction est essentielle dans le
mécanisme de répression. Avec ses
domaines MBD et TRD, agissant sur
la méthylatton de 'ADN et la désacé-
tylation des histones, la protéine
MECP2, concentrée dans 'hétéro-
chromatine péricentromérique, agh
sur le modelage de la chromatine ¢
I'extinction a distance d’autres génes
qui restent encore a trouver. MECP2
était le candidat idéal pour le syn-
drome de Retr [6]: 1étliné chez les
mememn  parcons (comme chez les souriceaux
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Figure 1. Géne MECP2 et retards

mentaux. A. Représentation du gene

MECP2 et de la protéine qui contient deux domaines fonctionnels MBD
imethyl-CpG binding domain} et TRD (domaine de répression transcripton-
nelle). B. Localisation des mutations de MECP2 dans le syndrome de Rett

classique et dans les deux formes d’a
faux sens sont en rose, et non sens e

tteinte chez le gargon [8]. Les mutatons
n gris clair. Les mutations responsasoies

d’encéphalopathies I6tales chez les garcons sont représentées en rouge {faux

sens) et en gris foncé.

males} et encéphalopathie sévere et
progressive chez les filles, d’autant
plus gue le géne se situe en Xq28,
dans la région ol le locus du svn-
drome de Rett avait finl - 4 grand
peine en raison de la rareté des cas
familianx - par éwre localisé. Encore
fallait-il le démontrer, ce quj furt fait
en 1999 par une équipe américaine
([7ley m/s 1999, n° 11, P 1334).

Depuis, I'érude de grandes cohortes
de filles atteintes de syndrome de

Rett a confirmé le réle de MECP? et
a permis de réperterier une dizzine
de mutations [8]. Le pourcentage de
détection des mutations se situe aux
alentours de 80 %, Celles-ci sunien-
nent de rmovo dans Iy plupart des cas
et I'X mute est le plus souvent dork-
gine paternclie. Chez les filles
atteintes, inactivation de I'X est
aléatoire (90 % des cas environ).
Toutefois, dans certains cas fami-
linux, une origine maternelle est
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retrouvée, et s'explique par une inac-
tivation préférentielle de I'X porteur
d'une mutaton de MECP2 chez des
femmes qui ne présentent alors peu
ou pas de symptomes. Mais lorsqu'il
est transmis & leurs filles — qui ont
une inactivation au hasard de leur X
- le chromosome X porteur de la
mutation entrainera les manifesta-
tions caractéristiques du syndrome
de Rett.

Tout récemment, deux types de
modéles murins ont été étudiés. Ils
donnent un aper¢u du retentisse-
ment des mutations de MECP2 sur le
fonctionnement cérébral.

Une équipe américaine a obtenu
deux modéles murins: des souris
avec absence de Mecp2 (Mecp2-7) et
des souris avec une mutation condi-
tonnelle dans le cerveau (par le sys-
téme Cre-loxP) [9]). Les deux
modéles murins ont le méme phéno-
type, avec la méme évolution : les sou-
ris miles sont normales jusqu'a la
cinquiéme semaine, puis présentent
des tremblements, des troubles respi-
ratoires et comportementaux. Aprés
une période d’'obésité et d’hypoacti-
vité, leur état général se dégrade et
elles meurent environ vers fa dixiéme
semaine. Les femelles hétérozvgotes
sont normales durant les quatre pre-
miers mois de vie, puis elles pren-
nent du poids et présentent des
troubles de la coordination motrice.
L’autopsie révéle une réduction sen-
sible du poids du cerveau et de la
taille des neurones, mais pas de
signes de neurodégénérescence. Si la
délétion de Mecp2 est reporiée a la
période post-natale, on observe le
méme phénotpe, mais d'apparition
un peu plus tardive.

Une équipe anglaise, par des tech-
niques similaires, a obtenu des souris
homo- Merp2™~ ou hémizvgotes Megp2—"
[10]. Celles-ci sont viables et fertles.
Si leur développement, en particulier
le poids corporel, varie selon les
lignées de souris utilisées, il n’existe
en revanche pas de différence sur le
plan neurologique. Les souris Mecp2
nul apparaissent normales 3 la nais-
sance et dans les semaines qui suivent
puis, entre 3 et & scmaines, on
ohserve une réducton des mouve-
ments, avec incoordination motrice,
contracture des pattes de derriere et
respiration irréguliere. L'étude histo-
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logique des différents tissus, le cer-
veau en particulier, n’a montré
aucune anomalie. La mort survient
en général vers le 54° jour. Les
femelles hétérozygotes, qui semblent
noermales pendant plusieurs mois,
finissent elles aussi par présenter des
troubles du comportement.

Bien que les résultats ne solent pas
absolument superposables, ces deux
émdes démontrent que, contraire-
ment 4 ce qui avait é¢ publié précé-
demment [4], le géne Mecp2 n’est
pas indispensable au développement
embryonnaire et que l'absence
d’expression de Mecp2 ne retentit pas
sur le développement cérébral. Le
phénotype qui apparait chez les sou-
ris est- moins sévére que chez
I'homme, puisque fes mutants mdles
survivent jusqu'a I'dge adulte. Il res-
semble cependant beaucoup aux
manifestations cliniques du syn-
drome de Rett qui, on le sait, n’appa-
raissent que vers I'age de six mois. Il
semble donc que la perte d'expres-
sion de MECP?Z retentit essentielle-
ment sur la physiologie des neurones
post-mitotiques et que le trouble est
cellule-autonome, ce qui expliquerait
le ralentissement de la croissance
céphalique chez les filles par aueinte
sélective des neurones dont I'X muté
est actif,

Le géne MECPZ étant ubiquitaire et
devant agir comme répresseur (rans-
criptionnel dans toutes les cellules, il
est surprenant de constater que son
inactivation a pour seul retentisse-
ment une aueinte cérébrale spéci-
fique.

Mais il y a plus surprenant encore.
Contrairement 4 ce que I'on avait cru
jusqu'd présent, on découvre des
mutations du géne MECP2 chez des
garcons, Elles se manifestent par deux
formes syndromiques différenies: 1)
I'une correspond a une encéphalopa-
thie convulsivante avec décés précoce,
pressentie dés 1998, avant méme la
découverte du géne grice a quelques
cas familiaux [11]; 2) Ia seconde est
heaucoup plus inattendue. Il s’agit
d’un retard mental compatible avec
une survie a 'dge adulte. Dans les cas
familiaux, les femmes qui transmet-
tent la maladie ont une activation
aléatoire de I'X, mais ne présentent
que peu ou pas de sympiomes. On
retrouve aussi des formes sporadiques

UV

qui sont jusqu’a présent sous-évaluées
en raison de I'absence de critéres spé-
cifiques [12, 13].

1l convient donc de vérifier U'intégrité
de MECP2 chez les garcons porteurs
de retards mentaux pour lesquels les
recherches d’autres étiologies (X fra-
gile, syndrome d’Angelman, entre
autres) se sont avérées négatives, afin
de pouvoir établir éventuellement
une corrélation génotype-phénotype.
Deés a présent, il semble que les muta-
tions dans cette forme non spécifique
chez le garcon soient différentes des
mutations des formes de syndrome
de Rett classique. Elles n’altéreraient
que partiellement la fonction de
MECP2 (en dehors des domaines
MBD et TRD) (figure [). Mais ceci
mérite encore d'autres études.

Le géne MECPZ qui, comme JiSK2
impliqué dans une autre encéphalopa-
thie progressive, le syndrome de Coffin
Lowry {m/s 1997, n°1, p. 107), inter-
vient dans le remodelage chromati-
nien, a donc encore beaucoup a nous
apprendre sur les mécanismes d'actva-
ton ou d'extinction des génes.
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BEB Rétrovirus et schizophrénie,
quand pol s’exprime. C'est a |'abou-
iissement d’une longue quéte,
puisqu’etle a commencé il v a plus
de 15 ans [1], qu'une équipe améri-
canc-zllemande menée par Hakan
Karlsson (Johns Hopkins, Baltimore
USA) nous invite en démontrant la
présence de séquences proches du
gene rétroviral pal dans le liquide
céphalo-rachidien de patients
atteints de schizophrénie. Prés de
30% des 35 patients testés, atteints
d’une schizophrénie d’apparition
récente, présentaient en effet ces
séquences, alors que ce n’était le cas
d’aucun des 52 témoins {et d’un seul
patient schizophréne chronique sur
20). Ces séquences correspondaient,
plus particuliérement, a celles ren-
contrées dans la famille des rétrovi-
rus humains endogénes HERV-W.
Une étude post-mortem paralléle a
permis aux auteurs de confirmer
une augmentation de la transcrip-
tion de rétrovirus de la méme
famille dans la région frontale du
cerveau d'autres patients schizo-
phrénes. D'une fagon intéressante,
les auteurs ont observé dans les
séquences pol retrouvées chez les
patients des codons siop qui sem-
blaient devoir interdire la réplicaton
des virus, ce qui suggére une syn-
thése endogéne plutét qu’une
source exogéne. Il est clair - et les
auteurs ne le prétendent siirement
pas - que la schizophrénie n’est pas
une maladie monc-factorielle. Les
érudes de familles ont depuis long-
temps démontré, notamment, le role
de facteurs génétiques {toutefois
encore mal déterminés). L'existence
d'un €élément rétroviral, qui agirait
essentellement lors du déclenche-
ment de la maladie, semble donc
mis 4 l'ordre du jour. En dehors de
Fintérét général que présentent ces
résultats - dont on attend néan-
moins la réplication, 'histoire des
recherches étiopathogéniques des
maladies psychiatriques éwant riche
en fausses bonnes nouvelles - ils
pourraient déboucher sur des appli-
cations thérapeutiques, le traitement
de la schizophrénie passant alors,
dans un curieux déiour, par la phar-
macopée antivirale,

(1. Crow T]. Br J Psychiairy 1984;
145 : 243-53.]

[2. Karlsson H, et al. Proc Natl Acad
Sci USA 2001; 98: 4634-9.]

HEEE Des cellules progénitrices
amplifiées a partir du cerveau
adulte... chez Phomme aussi. Dans
une courte lettre adressée a Nafure,
Fred Gage et son équipe (Salk Inst)-
tute, CA, USA) concluent une quéte
de prés de 10 ans en démontrant
que le cerveau adulte de I'homme
contient des cellules capables de
proliférer in vitro et de donner nais-
sance i des neurones {1}. De telles
cellules avaient €té observées chez
la souris par 1'équipe de Samuel
Weiss (Université de Calgary,
Canada) en 1992 [2], et I'équipe de
Fred Gage avait, il y a trois ans, rap-
porté l'existence d'une neuroge-
nése dans I’hippocampe adulte chez
I'homme [3]. La boucle est bou-
clée, ce qui vaut pour Ja souris vaut
pour 'homme: des cellules souches
adultes peuvent étre amplifiées in
vitro, dans des conditons de culture
particuliéres nécessitant de fortes
concentrations de FGF-2 et un co
facteur, la forme glycosvlée de la
cystatine C. Incidemment, ces tra-
vaux montrent que les limites appa-
rentes des capacités de ces cellules
souches identifiées chez la souris
adulte valent aussi pour I'homme:
seulement 1% 4 1%eo des cellules
différenciées sont des neurones, et
plus I'age du cerveau dans tequel les
cellules souches sont prélevées est
avancé, plus petit est le nombre de
passages possible avant I'entrée en
sénescence, On attend & présent les
rises au point qui permetiront de
contourner ces problémes et de
créer, & partir de ce matériel, les
banques de cellules implantables
dent tout le monde réve.

[1. Palmer TD, ef al. Nature 2001;
411:42-3.]

[2. Revnolds BA, Weiss S, Serence
1992 235: 1707-10.]

[3. Eriksson PS, ef al. Naf Med 1998
4:13818-7.]
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:ute promyelocytic leukaemia (APL) exhibits a
iaracteristic 1(15;17) translocation that fuses the pro-
yelocytic leukaemia (PML) gene on 15q22 to the retin-
= acid receptor @ (RARA) gene on 17q12—q21.1. Ina
aall subset of acute promyelocytic-like leukaemias
PL-L), RARA is fused to a different partner: the pro-
yetocytic leukaemia zine finger (PLZF) gene on 11q23,
a nucleophosmin (NPM) gene on 5q35 or the nuclear
totic apparatus (NuMA) gene on 11q13. We report on
> moiecular characterization of a RARA gene
srrangerment in a patient with APL-L. and demonstrate
at the signal transducer and activator of transcription
"AT5b gene is fused with RARA. STATSb belongs to
> janus kinase (JAK}STAT signalling pathway.
'markably, the STAT5b component of the chimeric
otein is delocalized from the cytoplasm to the nucleus,
were it displays a microspeckled pattern. Therefore,
usual features of this APL-L might result from dysreg-
ition of the JAK/STATS signal transducing pathways
the patient leukaemic cells. In this study, we identified
‘AT5b as a new gene fused to RARA in leukaemia; this
the first human tumour bearing a structurally abnor-
il STAT gene.

TRODUCTION

romosomal aberrations leading to gene fusion play an imporant
:in a great number of haematopoietic malignancies, Acute pro-
clocytic leukaemia (APL) accounts for 10-13% of all acute
1-lvinphoid feukaemias. The vast majerity of APL exhibits a
racteristic 1(15;17) transjocation that fuses the promyelo-
ic leukaemia (PML) gene to the retinoic acid receptor o
VRA) gene (1) resulting in an aberrant PML-RARA pro-
v oassocidled with leukaemogenesis, The fusion protein
ibits differentiation and promotes survival of myeloid pre-
sor cells. In APL-L patients (1-2% ), the RARA gene is
ed to o different partner as a result of variant rearrunge-
nts: apart from PMLL promyelocytic Jeukaemia zine finger

(PLZF} ¢2). nucleophosmin (NPM) (3) and nuclear mitotic
apparatus (NuMA) (4) have been found fused to RARA. |

W have previously reported an APL-L case associated with
a derivanve chromosome 17 (5). A RARA gene rearrangement
was found by Southern blot analysis. The PML-RARA gene
fusion present in almost 100% of APL was ruled out (5).

In the present study. we demonstrate that this APL-L patient
harbours & STAT3b-RARA gene fusion. STATSb belongs to a
family of latent cviosolic transcription factors activated by janus
kinase (JAK) tvrosine Kinases. The STAT family is composed of
seven members in mammals (STATI-STATL STATSa. STATSb
and STAT6). After cytokine interaction with their receptor. JAKSs
are auto-transphosphorvlated. Subsequently. the intracellular
receptor docking site 1s phosphoryluted by the activated JAK.
Stat3b interacts with the activated receptor through its SH2
domain and in tumn becomes phosphorylated (on Tvr99) by JAK.
Phosphorylated STATSb dimerizes in 2 head-to-tail configuraijon
and STAT5b homodimers and STATSu/b heterodimers proceed
to the nucleus and regulate gene transcription through interaction
between the DNA-binding domain and [FN-y activation sequence
{GAS) tfor reviews on the JAK/STAT pathway see refs 6-8).
STATS proteins were initially characterized in sheep as prolactin-
reguluted mammary gland factors (93, The human STATSb pro-
1211 is highiy homologous 10 STATSa except for the C-terminal
rruns-activation domain ¢ 10,1 1. A great diversity of extracellular
sigaadling polypeptides, including cvtokines, growth factors and
hormones. have been shown to wigger STATS protein activation
(%1 STATS protemns are mainly implicated in mammopoiesis, lac-
togenesis und body growth regulation. However, these transcrip-
tion factors are also involved in haemutopoiesis (12-17) and
several lines of evidence implicate the SttS proteins in prolifera-
tion induced by mitogenic cytokines such as interleukin-2 (11.-23,
IL-30 IL-7 (18=22). granulocyte colony-stmulating tactor (G-
CSFy123) and ervthropajetin (24}

The STATSb gene gives rise 1o both long (94 kD) and short
(130 kDay functionally distinet woforms generated by protein
precessing relving en a nuclear serine protease (235, This nat-
ural short variant acts as a dominant negative STATSh tran-
seription: factor 11126y and s prefereatially activated in
multipotent haematepoietic progenitors (257,
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STAT3z7~ and/or STAT3b7 knockout mice have pheno-
types mainly attributable to deficiencies in prolactin and
growth hormone functions (14). STATSa7 b~ double murant
mice have a profound deficiency in peripheral T cell prolifera-
tion rogether with a reduced number of cytokine colony-
forming unit responses of bone marrow cells (14). Moreover,
STAT3a" and STAT3b* mice exhibit a defect in nasural
killer cell proliferation and function (21). STATSs regulate
expression of many genes (8,21.27) coding for milk proteins (-
casein and B-lactoglobuling and for proteing involved in haemato-
poiesis and the immune response [oncostatin M. c-myc. cytokine-
inducible SH2 domain containing protein (CIS), IL-2Ra. [E-
2RB. perforin and pim-1]. Under growth hormene stimulation.
STATSb controls liver gene expression m a sex-specific man-
ner {28). : )

We report on the molecular characterization of the STATSb-
RARA gene fusion at both the cDNA and the genomic levels
together with immunolocalization studies of the chimeric pro-
tein in the patient leukaemic cells. We discuss the potential
implication of the STATSb component of the fusion protein in
leukaemogenesis in the present APL-L.

RESULTS

Fusion of STATSh to RARA

In order io isolate the gene fused 1o RARA. a 5 rapid amplifica-
tion of ¢DNA ends (5-RACE) was performed on total RNAx
extracted from the patient bone marrow cells (Fig. la). A Blasin
analysis of a 5-RACE product-derived sequence showed an in-
frame fusion between STAT3b and RARA genes (Fig. 1ar. The
resulting protein is composed of 1038 amino acids: a schematic
representation of the anticipated structure of the STATSb-RARA
protein is shown in Figure 1b. The putative STATSb-RARA pro-
tein contains all known functional domains of RARA except for
the N-terminal mrans-activating function. Apart from ail RARA
functional domains. the fusion protein contains the StatSb colled-
coil region (29), DNA-binding domain and & truncated SH2
domain. Tyr699 essential for STAT3b activation and the C-
terminal transactivation domuin with Ser731 involved in regula-
tion of STAT3b transcriptional activity are absent from the chi-
meric STAT5b-RARA protein. The reciprocal RARA-STAT3b
mRNA was not detected afier RT-PCR on patient bone marrow
total RNAs {data not shown). The STAT5b rearrangement was
confirmed at the genomic level by Southern blot analvsis with
STATSb cDNA (Fig. 2).

Characterization of the fusion ar the genomic level was done
with 1 PAC which contains all the STATSb ceding region and
with & breakpoint spanning phage clone (Fig. 3). Sequence
analysis showed a 3 bp insertion at the joining site; the 2.4 kb
chimerie intron s mainly composed of STATSh-derved
intronic sequence. No homologies were detected with highly
repeated fong (LINES) and short interspersed  elements
(SINES ). The breakpoint in RARA gene intron 2 is located in
the so-called “extremely restricted region” (ERR) of S0 bp
which has been idenufied as an illegitimate recombination
howspot involved in PML-RARA rearrangemenis (30,31
Moreover. we found short identical stretches of DNA betaeen
STATSh and RARA at the joining points m the present case
{Fig. 31 resembling those observed in PML-RARA fusions
1320 The model of the w1307 manslocation proposed hy

Yoshida er af. {32) is therefore likely to be relevant to this
STATSb—RARA gene tusion. The reciprocal chimeric RARA-
STATSb intron. estimated to be slightly larger than 17 kb long
[the normal RARA intron 2 is 17 kb long (33)], was not
detected by PCR with twe different oligonucleotide pairs on
patient genemic DNA (data not shown). This suggests a small
interstitial deletion ranging from STAT3b intron n to RARA
inwron 2 as the most probable mechanism for formation of the
STAT3b-RARA gene fusion. Duplication of the 17g21.3—q23
region observed after comparative genomic hybridization
{CGH) analysis (see Materials and Methods) is probably a sec-
ondary event in leukaemogenesis.

The STATSb gene maps to 17q21.1-q21.2 close to the
RARA locus -

STATSa and STAT3b were both mapped at 17q11.2 (10) by
FISH: however, the metaphase chromosome resolution did not
allow precise localization of STATSb in the 17q proximal
region. Our FISH analysis with PAC 196p17 on normal pro-
metaphases seems to indicate that the STAT3b and RARA
genes are very close to each other in 17921.1—¢21.2 and that
the physical distance between the two genes is most likely
<3 Mb (34: Fig. 4.

Localization of the STAT3b—RARA protein in leukaemic
cells

Immunolocalization studies on patient bone marrow cells show
that the STATSb-RARA protein is mainly localized in the
nucieus but also 1o & lesser extent in the ¢yvioplasm and displays
a microspeckled pattern, whereas the normal STAT3b protein
shows a normal diffuse cvteplasmic localization (Fig. 3).

DISCUSSION

[ this studv. we identified STATSb as the fifth gene fused to
RARA in APL and APL-L leukaemias. PML. PLZF. NPM.
NuMA and STATSb (in its phosphoryvlated form) are nuclear
proteins. However, for the first time. the protein derived from
the RARA gene pariner can be localized i the cyvtosol (in its
latent formy, To date, all RARA partners contain an N-terminai
protein—protein interaction domain: the STATSb coiled-coil
domain 1s located between amino acids 232 and 321 (29).

RARA is essential for proper myeloid cell differentiation in
response to retinoic acid (RA). As for other APLs and APL-Ls.
the chromosome 17 breakpoint in the present case is located in
intron 2 of the RARA gene. This suggests that an abnormal recep-
tor with almost al! functional domains of the native RARA is the
hallmark for inhibition of myeloid cell differentiation. The arrest
of maturation of myeloid cells in APL-L reported in this study is
possibly due to an abnormul RARA protein.

The well-characterized PML-RARA und PLZF-RARA onco-
senic proteins mediate feukaemogenesis through recruitment of
histone deacetvluse leading (o aberrant chromatin acetvlation and
transcripional repression of RA-regulated genes (35-38) An N-
CoR hox has been implicated in the ability of RARA to interact
with co-repressors (355 Morcover. i PML-RARA-associaled
APLs. delocalizaton of the normal PML protein in blast cells pro-
motes survival of myveloid precursors. as PMIL has recently been
~hawn o he involved in apoplotic pativaays 139 401 Patents with
the PAML-RARA. NPM-RARA and NuMa-RARA gene fusions
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Figure 2. Detection of the STATSb gene reurrangement at the genoniic level by
Southern blet analysis. Southern blot analvsis was done on DNA from patient
bone marrow cells {P) and from a normal control {C) with the STAT3b cDNA
probe. A junction fragment is detected with Bg/II (11 kb). The presence of a
rearranged band confirms. at the genomic level, the resuit obtained with 101al
RNAs after 5-RACE-PCR.

show complete renussion after ditferentation therapy with all-
prans RA (ATRA) (41}, Addition of ATRA mediates replacement
of the repressor complex by an activator complex with acervl-
transferase activity (+2.38). The transcriptional activator complex
is composed of CREB binding protein (CBP)/p300 and histone
acetyltransferase. APL-Ls with the PLZF-RARA gene fusicn are
not sensitive to ATRA because the PLZF compenent of the chi-
meric protein is also able to recruit a repressor complex with his-
tone deacetviase activity but RA has not effect on the PLZF-
repressor complex (36-38). It is noteworthv that our case did not
respond to ATRA. The STAT3b protein—protein imteraction
domain has been shown to associate with N-Myc mieractor
(Nmi), which in twm enhances association of CBP/p300 with
STATS (29). The chimenic STAT3b-RARA protemn could
sequester CBP/p300 cofactors and therefore prevemt ATRA 10
release the repressor complex from the RA target genes. Alterna-
tively, an ATRA-insensitive association of N-CoR co-repressor
with the N-terminal coiled-coil domain derived from the STATSb
component of the fusion protein could explain the unresponsive-
ness of the present APL-L. io RA.

Apart from its role in prolactin and growth hormone-induced
functions. STATSb 1s also involved in differentiation and prolifer-
ation of myeloid progenitors. Notably, G-CSF., which plays a crit-
ical role m granulopoeiesis. stimulates STATS transcription factor
activity (23). The STATSb componer of the fusion protein could
therefore participate in leukaemogenesis in the present APL-L and
explain the atypical phenotype as compared with classical APL.
Thus fur. several reports ink aberrutions in the JAK/STAT path-
ways to malignant phenotvpes. [n Drosaphila, @ dominant mutant
Jak kinase (hopTum-1) causes leukaemia-like abnomalities (43),
Constitutive STATS activation hus been found in T cell
leukaemia/lvmphoma (44.45) ind i malignant T hvmphocvies
denived from cutaneous anaplastic farge T cell lvmphoma and
Sezary svndrome (46). The STATS transcription tactors were also
found constitutively activaled mwindy in acute lymphoblastic leu-
kaemias (ALL) (47.48) and in hacmuiopoietic cell Jines truns-
formed by BCR/ABL tvrosine Kinase (495300, It was zlso found
constitwtivelv  activated v acute myveloid  leukacmias

{47.48,51.52) and in familial eryihrocytosis {53). Before this
report, TEL-JAK?Z fusions in a T cell childhood acute lympho-
blastic leukaemia {54) and in myeloid leukaenmas (55) were the
unigue gene rewrangements in the JAK/STAT pathways
described In human cancers. All TEL-JAK2 vanants strongly
activate STATS (36). The finding of constiiutively activated
STATS transcription factors in numerous malignant haematopoi-
etic disorders strongly supports the idea of STATS-dependent
oncogene activation. Very recently, Nieborowska-Skorska et al.
(57) have demonstrated a causal involvement of STATS activa-
tion in BCR/ABL-mediated leukaemogenesis both in virro and in
VivO.

The present APL-L with a gene fusion between STAT3b and
RARA 15 the first malignancy that harbours a rearranged member of
the STAT gene family. The STATSb-RARA chimeric protein con-
tains 636 amino acids from the N-terminus of STATSb: the fusion
site occurs within the C-terminal SH2 domain of STATSb. before
Tyr699. The SH2 domain coordinates interaction of StatSh with the
phosphotyrosine docking site on the cvioplasmic part of the
cylokine receptor. The phosphotyrosine docking site recruits the
STAT3b protein by interacting with a critical arginine residue
{Arg618) in the highly conserved core of SH2, When recruited.
Tvr689 on STATSb is phosphoryiated [Tyr(Pil. the activated form
of STATSb 1s then able to dimerize by reciprocal SH2-Tvr(P) inter-
actions. The highly conserved core of the SH2 domain with Arg613
is present in the STAT3h-RARA protein: it could bind to the
cviokine receptor. The cvtoplasmic truncated STATSb protein
could therefore act in a dominant negative manner by competing
with the normal STATSb transcription factor for the interaction
with the receptor docking site. Studies on homo- and heterodimeri-
zation between the STAT! and STAT2 proteins showed that an
unphosphorvlated STAT can dimerize with a TyriP)-STAT: a sin-
gle Tvr(P-SH2 interaction therefore seems sufficient for dimeriza-
tion (3839). If the chimeric STAT5H-RARA protein could
"dimerize” by a single Tvr(P)-SH2 mteractuon with the wild-type
STAT3a and STATSb proteins. it will sequester normal STAT pro-
teins and perturbate the JAK/STATS pathwavs. Morcover. the
fusion protein is mainly nuclear and contains a functional DNA-
binding region. One could anticipate thar stable homo- or het-
erodimers with normal STATSa/b proteins are generated and bind
10 GAS elements. STAT3b-RARA-STAT3u/b heterodimers could
either constitutively activate gene transcription or act in a dominant
negative manner on activated wild-type STATSwb transcription
factors. If the STATSb-RARA gene fusion leads to a constitutivelv
activated STATSb transcription factor, cviokine independent
arowth may participate in leukaemogenesis in this APL-L. Lastiy,
and as mentionned sbove. the STATS transcription factors have
been shown to interact with other proteins such as CBP/p300 1
form enhanceosomes (29). In the present APL-L case. abnormal
STATSh proteins could sequester co-uctivators of other signalling
pathwavs, mcluding the retinoid pathway.

AS paticat material is no Jonger available. ongeing transfection
studies with the chimene ¢cDNA i the Bo/F3 cell line, which s
dependent on [L-3 for growth, will allow (esting of the effect of
the fusion protein on the STATS pathwivs, Moreaver. co-trans-
fection expeniments with an RA-inducible reporter plasmiad will
alse permit the stdy of the effect of STATSR-RARA protein on
RA-regulated genes.
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CHROMOSOME 17

PROMETAPHASE

Figure 4. Localization of the STAT3b gene in relation 1o the RARA locus by
FISH on normal prometaphases. PAC 196p17 was biotin labeled and co-
hybridized with digoxigenin-labeled Smith-Magenis/D 178258 (17pi .23 and
RARA (17g21.1) probes (Oncer) on normal prometaphases and nueclel. On
prometaphase chromeosome 17. the STAT3b green signal. observed after
FITC-avidin detection, co-localizes with the RARA red signal visualized after
rhodamine-anti-digoxigenin detectien. as demonstrated by vellow signalks on
17q21.1-¢21.2. No background was noted at any other chromosome location
using the PAC clone 196p17 as a probe for FISH anaivsis.

MATERIALS AND METHODS

Patient

Derails of the patent. a 67-year-old man. have been previousiyv pub-
lished (3. He had acute myveloid leukaemia (AMIL. MI in the
French/American/Brtish classification). However, mn the bene mar-
row a minority of blast ceils showed morphological features sugges-
tive of the microgranular vanant of APL, M3v. Blas: celis failed 0
respond to ATRA In virro, Cytogenetic analysis of bone marrow
cells revealed 2 derivative chromosome 17 larger than a normal
chromosome 17. Chromosome microdissection (3) and CGH anal-
vsis aflowed s to demonstrate that extra material on dert 17) was
the result of a duplication of the 17¢21.3—q23 region (dam not
shown).

5'-RACE PCR

Total RNAs from patienit bone marrow cells were extracted accord-
ing to the TRIzol protocol (Sigma). Amplification of the unknown
5"-end of the chimeric mRNA was performed with a 5/3-RACE kit
(Boehringer Mannheim). The incubation step for first strand cDNA
synthesis was performed at 55°C. Gene-specific first strand cDNA
svnthesis was performed using primer R2 (for oligonucleotides
used in this study see Tabie 1) localized in exon 4 of the RARA
gene (accession no. X06614). After dA tailing of the purified chi-
meric ¢cDNA. a first PCR with an oligo(dT) anchor primer and R3
followed by 4 second semi-nested PCR using an anchor primer and
R4 allowed us o obtain a 1.2 kb PCR product. Both PCRs were car-
ried oul with the Expand Long Templaie system (Boehringer
Mannheim; at an anncaling 1emperature of 63°C. Secondany PCR
products were cloned usmg the PCR-Script AMP SKi+) cloning kn
{Stratapene), Afler transfommation of Epicunan Coli XL1-Blue
MRF" Kan supercompetent celts, plasnid DNA wus extracted {rom
white colonies with the Qiagen Plasmid Minikit and subseguentls
sequenced using primers T3 and T7.

Table 1. Oiigonucleotides used in this study

Name Location Sequence (3'—=3"

RARA

RZ2 Exon 5 GCACCTCCTTCTTCTTCTTG

R3 Exon 3 CAGCCCTCACAGGCGCTGAC

R4 Exon 3 CTGGGCACTATCTCTTCAGAACT
STATSh

Sign Exon n TGCTTGGAAGTTTGATTCTC
SielU Exenn -1 GTTTGACGGTGTGATGGAAGTG
Stgl2 Exonn+1 AAGTCTCTGGTGGTAAAAGG
Siexd’ First exon CTCAGCAGCTCCAAGGAGAAGC
Stia3t Lastexon AGCTTCTTCATCTTCACCA

Stgd Intron # CCAGCACTTTGGGAGGCC
Stlesl 3-UTR AAACACATACTCGCACTCG

Construction of the patient genomic library

A phage library was constructed from patient genomic DNA
extracted from bone marrow leukaernic cells by insenting partially
Mbol-digested DNA into the Xhol site of the & FixIl vector
(Stratagene) and the librarv was packaged with Gigapack II Plus
Puackaging extracts according to the manufacturers” protocols. The
iotal phage librarv ( 10% phages) was screened with a 3.3 kb FcoRI
genomic probe used to confirm an RARA gene rearrangement in
the patient (1} A total of five bacteriophages were isolated after
three rounds of screening. Bacteriophage DINAs were prepared
with the Qhagen Lambda Maxi kit. Hvbndization of the RARA
5.5 kb Ec¢eRI genomic probe on FcoRI-digested phage DNA
identified two phages (Ea and Da) spanning the junction fragment.
Hybridization of chemiluminescence-labeled R4 and Stgn oligo-
probes confirmed the presence of exonic sequences derived from
both STATSb and RARA in the 6.5 kb junction fragment.
Sequencing of the junction fragment was performed on the R4/
Stan PCR product of DNA from phage ciones Ea and Da. PCR
products were analvsed by electrophoresis on a 0.8% agarose gel.
The 2.4 kb band was punfied with a Gel Extraction kit iQiagen).
[nitially, sequencing was performed with R4 and Sign: subse-
quentiyv nested primers were designed to reach the joining site.

Sequencing reaction

Purified PCR products {30100 ng} or cloned DNA, (300 ng) were
cycle sequenced using dye terminator chemistry with the AmpliTag
FS enzyme (Applied Biosystems} and were run on an ABI 373
DNA sequencer.

Isolation of a genomic clone containing the STAT3Sb gene

PAC 190p17 containing the entire coding region of the STAT3h
gene was obtained after PCR screening of the RPCI PAC library
constructed by loannow er af. (60}, Pnmary and secondary pools
as well as individua! microtitre plates were purchased from the
UK HGMP Resource Cenwe (Cambridge. UK. Inital PCR
screening was performed with primers St165U and St 651 flunk-
ing the STATSh stop codon. DNA from PAC 196p17 was pre-
pared with the Qiagen Maxi-prep Kit. The presence of the S-end of
STATSh was shown by Southern blot analysis with the Stexs
oligoprobe. Labelling by terminal transierase with digoxigenin-
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celi pellets were then resuspended in the isetonic solution at
5 x 108 cells/ml. Aliquots of 250 000 ceils were spread out on
SuperFrost slides with a Cytospin at 400 r.p.m. for 5 min. Cells
were subsequently air dried and fixed in cold 709 alcohol for
5 min at 4°C and washed twice for 5 min in cold phosphate-
buffered saline {pH 7.2). For double-labelling, slides were then
co-incubated for 2 h at room temperature with a mouse mono-
clonal antibody to RARA [Ab9a(F){9a-9A6); 1/100] (Prof. P.
Chambon, Strasbourg, France) and with rabbit polyclonal IgG
STATSb N-20 or STATSb C-17 (2 mg/ml; Santa Cruz Bio-
technology). After a. second incubation with rhodamine-
conjugated sheep anti-rabbit antibody {1 /40; Oncor) for 30 min
at room temperaure, a final incubation with FITC-conjugated
rabbit anti-mouse antibody (1/40; Dako) for 30 min at room
temperature was performed, The slides were washed in phos-
phate-buifered saline and mounted with antifade (Oncor).

Southern hlotting

Total genomic DNA from lymphocytes or from bone marrow
cells was extracted with the Nucleon BACC3 DNA isolation
kit (Amersham). Scuthern blot aralysis was performed follow-
ing standard methods. Rearangement of the STATSb locus
was investigated with the full-length STATSb cDNA.

FISH

FISH analysis was performed with PAC 196pt7 on cvio-
genetic preparations from a normal male. Prometaphase chro-
mosomes were prepared following the standard procedures.
The D175258 Smith-Magenis probe (Oncor) were used as a
marker for chromoesome 17p11.2. The D178258 probe also
contains a RARA-specific probe. PAC 196p17 DNA (17g12)
was labelled by nick-translation (Riotin-Nick Transiation Mix:
Boehringer Mannheim) with 16-dUTP-biotin. Suppression of
repetitive  sequences with Cot-1 DNA  followed by co-
hybridization of DI175258, RARA and PAC 196p17 were done
following standard methods. Washes, signal detection and
amplification were performed according te the chromosome in
situ hybridization protocol (Oncor). The chromosemes were
counterstained with DAPI antifade (Oncor) and visualized
with a Zeiss Axicplan fluorescent microscope equipped with a
PSI Power Gene FISH Svstem analyser.
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Uhn nouveau gene de fusion
dans les leucémies aigués promyélocytaires

La grande majeorité des patients
atteints de leucémies aigués promyé-
locvtaires (LAT), hémopathies qui
représentent 10% d 15% des leuce-
mies non lymphoides, présentent
une translocation acquise, £{13.17),
véritable signature chromosomique
de la maladie. Celle-ci entraine une
fusion entre les génes PML (promyelo-
eytic leukemia) et RARA (récepteur o
de l'acide rétinoique) [1]. Dans 1%
4 2% des LAP, dont cerraines ont des
caractéres cv 10} oglgques at\plqueq le
géne RARA est fusionné a un auwre
partenaire : PLZF (promyelocytic leicke-
mia zinc fingers dans la wanslocation
t(11:17): NPM fnucleophosmin);
NuMA fnuclear mitotic apparatus pro-
tein). Ces quatre partenaires de
RARA n'ont pas de structure com-
mune, mais possédent tous un
domaine amino-terminal d'interac-
don protéine-protéine er un
lomaine d"homodimérisation [2].
-e point de cassure est dans I'intron
{ou exceptionneilement dans
‘exon 3) du géne RARA, et la pro-
éine hybride X-RARA est woujours
oritement exprimée dans les LAP,
ju'elles soient tvpiques ou non. alors
jue I'expression du transcrit réci-
woque RARA-X est variable
Les protéines oncogéniques X-RARA
surtout PML-RARA et PEZF-RARA)
orment des diméres avec les récep-
surs RARA et RXR (retinoid X recep-
g7} normaux et s€ comporient
amme des récepteurs dominants
égatifs. Ainsi, dans les LAP associées
la fusion PML-RARA, PML est
squestrée par les hétérodiméres
ML/PMI-RARA. et les corps
ncléaires, contenant normalement
- protéine PML. sont désorganisés,
s qui peul contribuer 4 aceroitre I
ivie des blastes blogués an stade

v, vl {6 el 20000

promyélocvte, PML érant impliquée
dans "apoptose [3. 4], RARA fait par-
tie de la superfamille des récepieurs
nucléaires qui s"hétérodimeérisent
avec RXR et se fixent sur des élé-
ments de réponse aux rétinocides
(RARE), formant ainsi une unité
transcripdonnelle inductible par ies
rétinoides (AR) dont D'activité est
modulée par des co-facteurs wans-
criptionnels {3, 6]. En I'absence de
ligand, I'hétérodimeére RARA-RXR
recrure des co-répresseurs (SMRT ou
NCoR. mSin3 er une histone désacé-
nlase). I'interaction entre ie dimére
RARA-RXR et le complexe co-répres-
seur s effectuant au niveau de la
boite N-CoR située dans la parte
centrale des récepteurs nucléaires
(figure 1) [7]. La désacérvlation locali-
sée des histones entraine la compac-
tion de la chromatine et donc la
répression transcriptionnelle des
génes conrdlés par les acides rén-
noiques (AR). La présence d'AR 4
des concentrarions physiclogiques
(10-° M) induit la dissociation du
complexe et favorise I'association de
RARA-RXR avec des co-activateurs
tels que CBP p300) possédant une
activite acérvluransférase. Il en résulte
une décompacton de la chromatine
favorable & l'expression des genes
impliqués dans la différenciaton de
la lignée granulocviaire

Des éudes récentes ant démontré
que les oncoproteines PML-RARA et
PLZF-RARA interagissent de facon
anormale avec les co-répresseurs de
la transcription [2]. Cette interaction
est stable 4 des concentrations phv-
siologiques d'AR et 1l en résulie un
blocage de la différenciaton de ia
lignée mvéioide. Le complexe entre
les co-répresseurs of Ly protéine PMI -
RARA est déstubilisé & des doses

pharmacologiques d’AR (107° M}, ce
qui explique la différenciation
induite par 'ATRA (acide réunocique
tout-frans) dans la vaste majorié des
LAP. En effet, un aspect remarquable
des LAP associées 3 PML-RARA,
NPM-RARA et NuMA-RARA est la
rémission colnplete qu’entrzine
Padministration de concentratidns
supra-physiclogiques (10-9 M)
d’ATRA. A linverse, I'interacrion
entre PLZF-RARA et les corépres- |
seurs est insensible 4 'ATRA. En fait,
PLZF posséde un domaine de liaison
avec les co-répresseurs {domaine
BTB/POZ) situé dans sa partie
amino-terminale, le complexe formé
enue BTB/POZ et les co-répresseurs
n'est pas déstabilisé en présence de
rétinnoides, et ce méme a des concen-
trations supraphvsiologiques [2].
PLZF-RARA entraine donc une
répression constirutive des geénes
controlés par les AR,

STAT5b est fusionné a RARA
dans un cas de LAP atypique

Nous avons récemment identifié.
chez un patient atteint de LAP an-
pique, insensible a I'action de 'acide
rénnoique tout-frans, une nouvelle
fusion de RARA avec un géne parte-
swaire original cedant pour Je facteur
de transcription STATSb (signal trans-
ducer and activalor of frrmsrn])fzm?f IR].
D'un peint de vue chromosomique.
le géne de fusion STATSH-RARA
dérive d’une délétion intersiivelle de
la région 17q21.1-21.2 survenue a la
suite d’une recombinaison illégitime
intramoléculaire (les génes STAT3S
el RARA ne sont distanis que de
quelques Mb osur le chromosome 17)
STATHb est un facteur de transcrip-
toen présent dans le cvioplasme sous
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Figure 1. Anatomie de la protéine hybride STAT5b/RARA. L'oncoprotéine
STATHL/RARA est longue de 1038 acides aminés, elle contient la quasi-tota-
lité des domaines fonctionnels de RARA a I'exception du domaine de tran-
sactivation A/B qui est tronqué, le point de cassure est classiquement situg
dans Vintron 2 du gene codant pour le récepteur aux rétinoides. Comme les
autres partenaires de RARA au cours de LAP typiques ou atypiques, STAT5h
contient un domaine d'interaction protéine-protéine (coiled-coil, entre les
acides aminés 232 et 321) et un domaine de dimerisation, tous deux présents
au sein de la protéine de fusion. Le dormaine de liaison a8 FADN ainsi que le
domaine SH3 (Src homclogy 3) sont également présents au sein de ja pro-
téine hybride. Le point de fusion se situe dans le domaine SHZ2, 13 région car-
boxy-terminale, contenant les résidus tyrosine 639 (essentiefle au processus
d’activation) et sérine 731 (intervenant dang la modulation de I"activité du
facteur de transcription), est donc absente. A l'inverse, I'arginine en position
818, intervenant dans le processus de dimérisation, est présente; il est donc
envisageable, comme cela a2 défa été décrit pour STATT et STATZ, que la pro-
téine de fusion s hétérodimerise avec des facteurs STAT normaux par le
biafs d’une seule interaction SH2-Tyr phosphorylée.

forme de monomére inactif, et qui,
en réponse a la lialson d'un facteur
de croissance exogéne sur son récep-
teur, est phosphoryié par les Janus
kinases (JAR) sur une wvrosine située
dans la partie carboxy-terminale des
STAT {9]. L'acuvation induit la
dimérisation de deux monoméres
STAT, ¢t leur migration dans ¢
noyau ou ils modulent la transcrip-

wm ton de génes cibles. STATHh o &ié
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initialement identfié dans le tissu
mammaire [10] et. depuis, la réalise-
tion de I'invalidation des génes
STAT3A et STAT3E a permis de pré-
ciser feur foncuon dans 'hémato-
poicse [11].

Des édes d'immunocvtochimie sur
les blastes de Tn moelle osseuse du
patient nous ont permis de localiser
la protéine hvbride muyjoritairement
dans le novaw ou elle pouwrrait étre

en mesure dinerférer avee les voies
des rédnoides mais cgalement avec les
voies JAK-STAT (STATS et STATS).
Pe plus, la prowtine STATHh-
RARA est présente en faible quantite
dans le cvtoplasme, o clie pourrait
affecter les premieres étapes de la
ransduction du signal par [a voie
JAR-STAT.

L'oncoprotéine  STAT3bh-RARA
(1033 acides aminés), produait du
gene hvbride, fusionne un récepteur
RARA délée d'un de ses domaines
dactivation. et un facteur STAT3b qui
a perdu son extrémité carboxy-termi-
rale, critque pour Uactivation par les
JAR (figure I). Cette fusion §TATSh-
RARA est doublement intéressante:
(1) elle identifie un nouveau parte-
naire de RARA, et (2) clle représente
le premier remaniement de structure
connu d'un géne de la famille STAT
dans un processus néoplasique. Reste
a comprendre son implication dans
le processus leucémique. A ce jour. Ia
responsabilité des membres de Ia
famille STAT dans certains processus
malins se fonde sur des arguments
indirects, soit une dérégulation de
leur activité, soit une activité consti-
tutive associée a l'expression de cer-
tains oncogeénes [12]. Par exemple,
la protéine de fusion Tel/JAKZ, iden-
tifiée dans [es blastes d'un enfant
atteint de leucémie hmphoblastique
T avec une translocation t{9;12)
(p24,p13) phosphorvle et active
STAT 1,315 [13].

STAT5b et PLZF:

un modele commun de resistance
a la thérapie par différenciation
dans les LAP atypiques

Notre patient était résistant a I'action
de 'ATRA comme c'est le cas pour les
patients porteurs de la translocation
t{11;17} fusionannt PLZF er RARA,
[e domaine d'interaction protéine-
protéine dans la partie amine-termii-
nale des protéines STAT est conservé
dans la protéine hvbride (figure 1), et
pourrail, comme c'est le cas du
domaine BTB/POZ de PLZF, s'asso-
cier avec un complexe répresseur, et
ce méme en présence de fortes
concentrations d’ATRA. STATS est
aussi capable de s’associer avec
CBP/p300, un co-activateur de la
transcription qui est recruté par
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RARA-RXR en présence d'AR. II est
done possible que la protéine hybride,
si elle se lie a CBP/p300, puisse inter-
férer avec l'actlon de ces co-activa-
teurs, il est aussi possible que, dans la
protéine hvbride, la partie STAT5b
crée un encombrement stérique
génant 'accessibilité de 'ATRA

Des études de transfection de la pro-
téine hybride STAT5b/RARA in vitro
mais également in wvivo permettront
d’appréhender les propriétés biochi-
miques et hiologiques de cette onco-
protéine et d'évaluer les perturba-
tions qu'elle entraine rtant sur les
voies JAK/STAT que sur les voies de
signalisation faisant intervenir les
récepteurs nucléaires.
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26° SYMPOSIUM
EUROPEEN DES PEPTIDES

Montpellier, France
10-15 septembre 2000

* Le 26° Symposium Européen des Peptides (26th EPS) aura liev & Montpellier, France du 10 au
15 septembre 2000. C’est un événement biennal, qui regroupe plus d’'un millier de personnes et
qui est le congrés de référence dans le monde du Peptide (le dernier symposium, qui s'est dérou-
lé en France, a été organisé par le Professeur Bricas en 1968). | est organisé sous les auspices
de la Société Européenne des Peptides {EPS) ef, cette année, du Groupe Francais des Peptides

fL’orgcnisateur, le Professeur Jean Martfinez, vous attend & Montpellier.

» Un présymposium sur le suivi analytique des réactions organigues sur support solide aura lieu
présy yfique des ganig PP
septembre 2000 et est organisé par le Professeur Jean-Louis Aubagnac.

¢ Consultez nofre site web pour toute information et inscripfion.

Site web : http/ /ww2.pharma.univ.montp1.fr/26-EPS
Date limite d’inscription : 1¢” mars 2000
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Development of a mutation screening strategy of the MECP2 gene
in Rett syndrome patients : Identification of an heterogeneous
spectrum of mutations.

RESUME en anglais

Rett syndrome (RTT) is a progressive neurodevelopmental disorder affecting almost
exclusively females with an incidence of 1 mn 15,000. Defined by accurate clinical criteria,
RTT is characterized by a period of early normal growth and development foilowed by
regression with loss of speech and acquired motor skills, stereotypical hand movements, and
seizures. Although 99,5% of cases are sporadic, exclusion mapping using rare familial cases
allowed the assignment of the gene responsable for RTT to Xq28. Systematic mutation
analysis of candidate genes in the critical region resulted in the identification of mutations in
the MECP2 gene.

During this work, we carried out a mutation analysis of MECP2 gene in 255 females with
RTT and 15 mentally retarded boys. To identify MECP2 mutations, we developped several
complementary approaches (FISH, Southern blot, semi-quantitative PCR, CSGE-sequencing,
then DHPLC-sequencing) and provided insights into an heterogeneous spectrum of mutations
at the MECP2 locus in RTT patients. Accordingly, we showed that in addition of point
mutations, rearrangements involving several hundreds base pairs can be detected. Moreover
and for the first time in RTT girls, we reported cases of somatic mosaicism. Finally, a study at
the chromosome level of the MECP2 gene did not reveal any deletion in RTT patients. We
found 79% of mutations in RTT patients, our mutation detection rate is in agreement with the
hiterature data.

Our mutation screening strategy of the MECP2 gene is an essential molecular diagnosis tool
to confirm the clinical diagnosis. The link between MECP2 function (global repressor of
methylated genes transcription) and disease expression is still unknown. Many studies are
necessary to understand the_physiological mechanism leading to RTT and eventually to

develop therapeutic strategies.

MOTS CLES :

Rett syndrome, MECP2 gene, mutations, somatic mosaicism, gross rearrangements
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