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INTRODUCTION

L’Ostéodystrophie Héréditaire d’Albright (OHA) a été décrite pour la premiére fois
par Albright et al. en 1942 (1). En 1990, Patten et al. (2) ont associé ce phénotype a
une mutation du gene codant pour la protéine Gsa : le géne GNASL localisé en
20q13.3. Cette mutation provoque une diminution de 1’activité de la protéine Gsa. et de
I’AMPc intracellulaire, conduisant a une soudure prématurée du cartilage de
croissance. Depuis une vingtaine d’années, la publication d’une centaine de cas
présentant un phénotype d’Ostéodystrophie Héréditaire d’Albright sans mutation du
géne GNAS1 mais avec une délétion chromosomique 2937 et une activité de la
protéine Gsa normale a permis d’identifier une nouvelle entité pathologique.
L’hypothese d’un ou plusieurs genes localisés dans cette région chromosomique et
impliqués dans le développement neurologique et la croissance osseuse a été émise
(3-5).

Nous rapportons un cas familial d’OHA chez un fils et sa mére. La mere est porteuse
d’une translocation réciproque équilibrée entre I’extrémité distale des bras longs d’un
chromosome 2 et I’extrémité terminale des bras longs d’un chromosome 10. MC, le
fils, présente la méme translocation réciproque mais déséquilibrée, responsable d’une

monosomie partielle 2q et d’une trisomie partielle 10q.

Nous avons tenté de localiser le point de cassure de la translocation en 2q par des
examens de cytogénétique et des analyses moléculaires afin d’identifier le gene

pouvant étre responsable du phénotype d’OHA dans la délétion 2q37.

Aprés des rappels sur le syndrome délétionnel 2g37, nous présenterons nos cas
clinigues et les examens complémentaires réalisés. Puis nous émettrons des hypotheses
sur le mécanisme étiopathogénique de ce phénotype, au vu de nos résultats et des

données actuelles de la littérature.
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|- GENERALITES CONCERNANT LA
DELETION 2qg37

A. HISTORIQUE

1. LE PHENOTYPE D’OSTEODYSTROPHIE HEREDITAIRE
D’ALBRIGHT

En 1942, Albright et al. (1) ont décrit trois patients associant une hypocalcémie, une
hyperphosphatémie et un phénotype associant un visage lunaire, une stature trapue et
un index plus long que le majeur. Ces patients présentaient une résistance a la
parathormone (PTH), ce pourquoi les auteurs ont appelé ce tableau

« pseudohypoparathyroidie » (PHP).

En 1952, Albright et al. (6) ont décrit un autre patient avec le méme phénotype
clinique, mais sans anomalie biologique évocatrice d’une hypoparathyroidie. Ils ont

appelé ce tableau « pseudopseudohypoparathyroidie » (PPHP).

Les termes de « pseudohypoparathyroidie » et « pseudopseudohypoparathyroidie »
sont encore utilisés de nos jours. Leur phénotype clinique est communément appelé
Ostéodystrophie Héréditaire d’Albright. Ce tableau se caractérise par une obésité, une
petite taille, une brachymétacarpie/métatarsie, des ossifications sous-cutanées (dans <
60 % des cas (7)) et un retard mental (1).

En 1990, Patten et al. (2) ont découvert que certains patients avec un phénotype
d’Ostéodystrophie Héréditaire d’Albright présentaient une mutation du gene de la
sous-unité a de la protéine G (géne GNASL), responsable d’une perte d’activité de
cette protéine. Il en découle une résistance hormonale sur les voies utilisant les
récepteurs a protéine G, et notamment la voie de la PTH. Mais 1’explication
moléculaire des patients présentant un phénotype d’OHA sans résistance hormonale

reste en suspend.
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En 1994, Wilson et al. (8) expliquent que la différence d’expression clinique de la
mutation du géne de la protéine Gso dépend du sexe du parent transmettant la
mutation. Ce géne est donc soumis a empreinte parentale. Si la mutation touche le
geéne d’origine maternelle, I’enfant aura un phénotype de PHPla; Si la mutation

touche le géne d’origine paternelle, I’enfant aura un phénotype de PPHP.

2. LADELETION 2q37

En 1989, Gorski et al. (9) décrivent le premier patient avec une délétion 2g37. Celui-ci

associait une hypotonie sévére, une dysmorphie faciale et un retard mental.

En 1992, Oley et al. (10) rapportent quatre patients sans lien de parenté avec la méme
délétion 2937 qui présentent des signes dysmorphiques similaires associant des
cheveux, des sourcils et des cils clairsemés et de 1’eczéma sans anomalie des dents ni

des ongles.

En 1993, Phelan et al. (11) est la premiéere équipe a associer la délétion 2q37 au

phénotype d’OHA chez deux patients sans lien de parenté.

En 1995, I’équipe de Wilson (3) a recherché une délétion de cette région
chromosomique chez cing patients présentant une OHA sans anomalie d’activité de la
protéine Gsa. Chacun présentait une delétion en 2q37. lls ont alors déterminé

I’étendue moléculaire de ces délétions.

En 1995, Phelan et al. (12) rapportent quatre patients présentant un tableau de PPHP
associé a une microdélétion subtélomérique du bras long d’un chromosome 2 (delétion

en 2937.3) identifiée par marquage en haute résolution chromosomique.

L’association de I’Ostéodystrophie Héréditaire d’Albright & une délétion 2937 a été
confirmée par un nombre croissant d’observations rapportées dans la littérature. Il
n’apparait pas de différence significative dans 1’expression des deux anomalies
génetiques (la mutation inactivatrice du gene d’origine paternelle de la sous-unité a de

la protéine G et la délétion en 2q37) a I’exception de la présence de calcifications
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sous-cutanées et de la diminution de I’activité de la sous-unité o de la protéine G qui

orientent vers la recherche d’une mutation du géne GNASL.

L’incidence annuelle de la délétion 2937 est estimée a moins de 1/10 000 et plus de
100 cas ont été rapportes (13). Bien que le nombre de cas rapportés soit limité, il
semble exister une prépondérance féminine chez les patients porteurs d’une délétion

en 2937 (14). En revanche, aucun mécanisme d’empreinte parentale n’a été retrouvé.

B. PRESENTATION CLINIQUE DE LA DELETION 2q37

La présentation clinique est tirée de la revue de Falk et al. (15).

1. PHENOTYPE CLINIQUE

Le phénotype de la délétion 2937 se caractérise par I’association de signes cliniques
dysmorphiques (non obligatoires) comprenant le phénotype d’Ostéodystrophie
Héréditaire d’ Albright.

OSTEODYSTROPHIE HEREDITAIRE D’ALBRIGHT

En 1942, Albright le décrit comme associant un visage rond, une stature trapue et une
longueur des doigts anormale (avec notamment un index plus long que le majeur). En
2010, la description clinique de ce syndrome a évolué et associe : une petite taille, une
obésité, un retard mental, une brachymétacarpie/métatarsie, un visage lunaire et des
calcifications sous-cutanées. Chacun de ces symptdmes est présent dans une

proportion variable chez les patients présentant une délétion 2937 :

- La petite taille dans 23 % des cas (13).
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- Le retard de développement ou déficit intellectuel variable de modéré a sévere (cf

phénotype neurodeveloppemental).
- La tendance a 1I’obésité en grandissant dans 50 % des cas (13).

-Une brachymétacarpie/tarsie des doigts III a V (le plus souvent I’annulaire seul) dans
plus de 50 % des cas (14), sans conséquence fonctionnelle rapportée. Ce signe ne
serait pas visible cliniquement dans la petite enfance, bien qu’il ait été décrit chez des

enfants de moins d’1 an (14).

- Les ossifications sous-cutanées ne sont pas decrites dans le phénotype de la délétion
2037.

DYSMORPHIE FACIALE

La dysmorphie faciale associe : un visage rond (OHA), des cheveux clairsemés (20 %
cas), un front proéminent, des fentes palpébrales obliques vers le bas et en dehors, des
yeux profondément situés dans les orbites, des sourcils peu fournis et arqués (décrits
chez tous les cas de la revue de Casas (16)), une hypoplasie médiofaciale, une racine
nasale enfonceée, des ailes du nez basses et une columelle proéminente, une pointe de
nez en forme de V, une lévre supérieure fine et un palais ogival. Des anomalies
variables du pavillon de ’oreille ont également été décrites. Le phénotype facial peut

étre subtil et difficile a reconnaitre par les cliniciens peu expérimentés.

Chacun de ces signes cliniques est décrit dans un tiers a la moitié des cas publiés (16;
17). Les signes dysmorphiques sont d’autant plus nombreux que la délétion est
étendue (16).
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AUTRES SIGNES CLINIQUES DE LA DELETION 2937
- Une hyperlaxité articulaire avec genu valgum/recurvatum, des pieds plats et des
scolioses (14).

- Une clinodactylie du cinquieme doigt, des petits pieds/mains et une syndactylie des

doigts des mains ou des pieds (13).
- Une micro- ou macrocéphalie (13).

Les mamelons sont souvent trés écartés ou surnuméraires. On rapporte plusieurs

observations de mamelons ombiliqués dont le premier par Gorski et al. en 1989 (13).

Tous les signes cliniques sont récapitulés dans le tableau 1.

Tableau 1 : Signes cliniques de la délétion 2q37

Dysmorphie faciale Autres signes cliniques

-Visage : -Retard de développement psychomoteur
Visage rond -Petite taille

Front proéminent -Obésité

Hypoplasie médiofaciale -Mains/Pieds :

-Pilositeé : Brachymeétacarpie/tarsie

Cheveux clairsemés Clinodactylie du 5°™ doigt

Sourcils peu fournis et arqués Petits pieds/mains

-Yeux : Syndactylie des doigts des mains ou des
Fentes palpébrales obliques pieds

Globes oculaires enfoncés -Hyperlaxité articulaire :

-Nez : Genu valgum/recurvatum

Racine nasale enfoncée Pieds plats

Ailes du nez basses Scolioses

Columelle proéminente -Micro- ou macrocéphalie

Pointe de nez en forme de V -Mamelons écartés ou surnumeraires
-Bouche :

Levre supérieure fine

Palais ogival

-anomalies variables du pavillon de

Doreille
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EVENTUELLES PATHOLOGIES ASSOCIEES

Des otites moyennes récurrentes ont été notées, ainsi que des sinusites et des infections

respiratoires basses.

On décrit également une ostéopénie dont le plus jeune cas décrit est agé de 3 ans (14),
des pertes d’audition, des troubles de la vue, des hernies ombilicales et inguinales
(29 % des cas de Casas (16)), et des Reflux Gastro-(Esophagiens (RGO) de sévérité
variable, mais pouvant étre suffisants pour nécessiter une intervention chirurgicale
(14).

Il existe un cas décrit dans la littérature, atteint d’une anémie chronique avec

splénomégalie (18).

Un quart des patients présente un eczéma (15) avec un point de cassure variable dans

la région 2g37.

Des rares cas d’asthme, qui associés a la forte incidence d’eczéma et aux fréquentes

infections séveres, peuvent évoquer un terrain de déficit immunitaire.

En 2009, Balikova et al. (19) rapportent un cas de déficit immunitaire avec
bronchiectasie chez une patiente porteuse d’une translocation deséquilibrée (2;10)

(937;926) avec monosomie 2g37 et trisomie 10926.

Les patients présentant des anomalies dans les loci 2937.1 ou 2937.3, seraient plus a

risque de développer une leucémie lymphoide chronique (LLC) (20; 21).

2. PHENOTYPE NEURODEVELOPPEMENTAL

Le signe précoce le plus typique est I’hypotonie, rapportée dans la moitié¢ des cas et qui
s’améliore avec le temps (15). Le phénotype neurodéveloppemental comprend
également des convulsions, rapportées dans 35 % des cas decrits par Aldred et al. (22),

avec un risque d’épilepsie ultérieure de 25 %. Les types partiels, myocloniques et
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« grand mal » ont été rapportés (14). Les convulsions ne sont pas forcément associées

a une anomalie cérébrale et répondent aux thérapeutiques habituelles.

Les patients atteints présentent des retards mentaux et des troubles du comportement
de gravité variable. De nombreuses publications rapportent un lien entre les troubles
autistiques et la délétion 2937 (23-27). 24 % des patients de Casas et al. (16) et 35 %
des patients décrits par Aldred et al. (22) présentent des traits autistiques. Les patients
atteints d’une délétion en 2937 avec un phénotype autistique présentent en effet des
comportements répétitifs, d’importants troubles de la communication et des relations
sociales, des mouvements stéréotypés, une agressivité intermittente, une hyperactivite,
un déficit de I’attention, des Troubles Obsessionnels Compulsifs (TOC) et des troubles
du sommeil (28). Chez ces patients, le point de cassure de la délétion terminale peut se
situer a chaque niveau de 2g37. Bien que certains auteurs suggerent que I’importance
du déficit neurodéveloppemental soit corrélée a la taille de la délétion (16; 29), il

semblerait que d’autres études trouvent des résultats contradictoires (15).

3. MALFORMATIONS

Les principales malformations sont presentes chez 30 % des patients atteints d’une
délétion en 2g37 (13). En 2008, Galasso et al. (30) ont essayé de répartir les
différences phénotypiques en fonction du point de cassure des délétions 2937. En
faisant la revue de la littérature, ils ont étudié 50 cas. La distribution des
malformations est trés différente entre les groupes mais elles sont plus fréquentes dans
le groupe avec un point de cassure en 2937.1, ce qui correspond a une délétion plus

étendue, le point de cassure étant plus proximal.

Les patients porteurs d’une microdélétion (c'est-a-dire une délétion non visible sur un
caryotype standard) ont généralement un retard mental, mais sont moins susceptibles
d’étre atteints d’une malformation congénitale contrairement aux patients porteurs

d’une délétion visible en caryotype standard.
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MALFORMATIONS CARDIAQUES

Les cardiopathies congénitales sont présentes chez plus de 20 % des patients. Bien que
des malformations complexes aient été rapportées, les defauts du septum sont les plus
fréquentes et notamment les communications interventriculaires (CIV) musculeuses
multiples. Elles ont été identifiées chez des patients avec des points de cassure sur
différentes sous-bandes, y compris en 2937.3 (16). Une coarctation de 1’aorte est
décrite chez 4 patients délétés avec des points de cassure en 2q37.1 (2 patients),
2037.2 et 2937.3. Par ailleurs, une hypoplasie de I’isthme et de la crosse de 1’aorte est
décrite chez un patient dysmorphique avec un chromosome 2 en anneau et une
délétion subtélomérique en 2q, ainsi que chez un patient présentant une translocation
familiale des chromosomes 2 et 5 avec un point de cassure en 2937 (la sous-bande
n’est pas précisée) (15). De plus, un cas de situs inversus avec dextrocardie est

rapporté dans la littérature chez un patient porteur d’une microdélétion en 2q37.3 (17).

Donc, un géne impliqué dans la morphogénése cardiaque semble se situer dans la

région 2q37.

MALFORMATIONS GASTRO-INTESTINALES ET RENALES

Elles arrivent a égalité, en deuxiéme position, en termes de fréquence selon la série de
Casas et al. (11 %) (16). Cependant, certaines anomalies rénales telles que le rein en
fer a cheval peuvent étre sous-diagnostiquées du fait de 1’absence de répercussion

clinique et de dépistage systématique.

Anomalies gastro-intestinales

Elles comprennent les malrotations avec ou sans atrésie duodénale, chacune rapportée
chez deux patients avec un point de cassure en 2937.3. Trois patients avec une sténose

du pylore ont un point de cassure en 2q37.1 et 2q37.2. Un cas d’atrésie duodénale avec
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un pancreas annulaire a eté decrit chez un enfant avec un point de cassure en 2937.1
(31).

Masumoto et al. (32) rapportent un patient avec une délétion terminale en 2q et un

point de cassure en 2937.1 qui présentait une atrésie de I’cesophage.

Dans la littérature, deux patients atteints d’une atrésie des voies biliaires présentent
une délétion en 2937.3 (33).

Anomalies génito-urinaires

Ces anomalies incluent les reins en fer a cheval, les hypospadias, les gonades

hypoplasiques ou dysgénésiques, les utérus bifides et les cryptorchidies.

Trois patients avec un point de cassure en 2q37.1 ont présenté une tumeur de Wilms.
Méme chez des patients sans anomalie chromosomique constitutionnelle, des délétions
de la région 2g936.3 a 2g37.1 ont été retrouvées dans des prélevements tissulaires de
tumeurs de Wilms et seraient associées a un risque de rechute accru. Les patients avec
un point de cassure dans ou a proximité de la région 2937.1 sont considérés plus a
risque de tumeur de Wilms que ceux avec un point de cassure plus distal. Un gene
suppresseur de tumeur se trouverait en 2937.1 et serait donc responsable d’un risque
tumoral accru au niveau rénal (28). En 2009, Drake et al. (34) suggerent que
I’haploinsuffisance de miR-562 situé en 2q37.1 peut contribuer au développement

d’une tumeur de Wilms.

Cependant un cas de rein en fer a cheval a été décrit chez un patient porteur d’une
délétion en 2937.3 (22). Le rein en fer a cheval est un facteur de risque de tumeur de
Wilms dans d’autres anomalies chromosomiques (trisomie 13, trisomie 18, syndrome
de Turner) (35).

On note un cas de micropénis avec hypospadias et cryptorchidie chez un homme avec
une delétion en 2g37.1 (36), et une dysgénésie gonadique chez une fille atteinte

¢galement d’une délétion en 2q37.1 (37).
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D’autres anomalies génitales (utérus bifide) peuvent perturber la fertilité des patientes
(37).

MALFORMATIONS DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL (SNC)

Elles sont présentes chez 6 % des patients (13). Casas et al. ont trouvé 4 patients
présentant une malformation du SNC avec un point de cassure en 2g37.1 (16). Deux
d’entre eux présentent une hydrocéphalie, dont une décrite par Lehman et al. (38) qui
est associée a I’absence des bulbes olfactifs, du corps calleux et du septum pellucidum,
a une hypoplasie de la selle turcique et a des anomalies de 1’hypophyse. Le troisieme
présentait un kyste sous-épendymaire, et le dernier un cervelet hétérotopique avec un

vermis dysplasique.

AUTRES MALFORMATIONS

Un cas de colobome irien unilatéral est décrit suite a une délétion cryptique en 2q37.3
(39).

Au niveau respiratoire, quatre cas de hernie diaphragmatique sont decrits et trois cas

de trachéomalacie avec des points de cassure en 2937.1.

Les anomalies squelettiques autres que celles décrites dans 1’Ostéodystrophie
Héréditaire d’Albright sont rares. On rapporte trois cas de luxation congénitale de
hanche avec fusion de vertébres cervicales et des cbtes accessoires, des thorax en

entonnoir et des pectus excavatum (40).

Bien que le palais ogival soit décrit dans le syndrome dysmorphique, aucun cas de

fente palatine n’est publié.

On retrouve dans la littérature une patiente présentant une translocation déséquilibrée
t(2;21)(qter;qter) qui est porteuse d’une atrésie des choanes et dont la trisomie

subtélomérique 21qter est considérée comme un variant de la normale (41).
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C. ASPECT BIOLOGIQUE DE LA DELETION 2q37

La délétion 2q37 ne s’accompagne pas d’anomalie biologique, en particulier la
calcémie, la calciurie, la phosphatémie et la PTH sont normales (3). On peut donc la
classer dans les pseudopseudohypoparathyroidies. Dans la littérature, on retrouve un
cas présentant un phénotype d’Ostéodystrophiec Héréditaire d’Albright associé a une
délétion 2g37, mais avec également un taux de PTH élevé malgré une calcémie et une

phosphatémie normales (42).

Il est important de doser I’activité de la protéine Gsa qui permet de faire la différence
entre une pseudopseudohypoparathyroidie secondaire a une mutation de 1’allele
paternel du gene GNAS1 et une pseudopseudohypoparathyroidie due a une anomalie
cytogénétique : (micro-)délétion de I’extrémité terminale d’un chromosome 2q ou
délétion 2q37. En effet dans ce dernier cas, I’activité de la protéine Gsa est normale (cf

diagnostics différentiels p.36).

D. ASPECTS CHROMOSOMIQUES ET MOLECULAIRES DE LA
DELETION 2937

1. ANALYSES CHROMOSOMIQUES

Les analyses cytogénétiques confirment le plus souvent le diagnostic de délétion 2937.
Dans 15 a 20 % des cas, le caryotype standard est normal du fait de la petite taille de la
région délétée. On parle de délétion cryptique. Des techniques complémentaires de
cytogénetique ou de cytogénétigue moleculaire sont alors nécessaires comme
notamment la FISH (Fluorescent In Situ Hybridation) en premiere intention, mais
également parfois [1’utilisation de microsatellites marqués ou la CGH-array

(Hybridation Génomique Comparative avec puces a ADN).

La plupart des patients avec une délétion 2q37 a une délétion chromosomique de novo

et leurs parents ont un caryotype normal. En effet un réarrangement chromosomique
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familial a été identifie dans seulement 5 % des cas publiés, les parents des sujets
atteints étant porteurs d’une translocation équilibrée. Aucun cas de mosaicisme

germinal n’a été décrit a ce jour, bien que 1’hypothése ne soit pas exclue (14).

Certains individus présentent des réarrangements chromosomiques tels qu’un
chromosome 2 en anneau ou une translocation déséquilibrée entre le chromosome 2 et
un autre chromosome, responsable de la délétion 2q37. Il est alors important de

réaliser les caryotypes parentaux pour mettre en évidence une translocation équilibrée.

Pour établir le diagnostic de délétion 2937 chez un sujet, les examens suivants doivent
étre effectués :

e Un caryotype standard

e Si I’étude chromosomique est normale mais qu’il existe une forte suspicion
clinique, on pratiqgue en premiére intention une analyse subtélomérique en
FISH.

o La sonde subtélomérique 2q en FISH est commercialisée. Elle permet de
confirmer la présence de la grande majorité des délétions
chromosomiques 2qg37, qui sont des délétions terminales, mais une
anomalie interstitielle 2937 peut ne pas étre diagnostiquée si la séquence
subtélomérique est présente. Si la FISH est négative, on peut faire appel
en deuxiéme intention & la CGH-array.

o La plupart des délétions 237 sont détectables par les puces de CGH-
array commercialisées, bien qu’une cartographie plus précise de la zone
délétée reste du domaine de la recherche (14). Lorsque la FISH a permis
le diagnostic, la CGH-array peut par ailleurs permettre de mieux

localiser le point de cassure et la taille de la (micro-)délétion.
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Tableau 2 : Méthodes diagnostiques de la délétion 2g37 et seuils de détection

Méthodes Anomalies Fréguence de détection selon
détectées la méthode utilisée

Caryotype standard Délétion 80-85%
chromosomique
2037
FISH de la région Microdélétion >99%
subtélomérique 29 2937
CGH-array

La corrélation génotype-phénotype de la délétion 2937 est difficile a préciser du fait
d’un nombre restreint de personnes atteintes au sein d’une méme famille, de la
différence de description des signes cliniques de chaque patient, du manque d’analyse
moléculaire chez un certain nombre d’entre eux et des différences techniques de ces

études moléculaires.

Il existe un polymorphisme de la région 2qter, c'est-a-dire que des patients avec un
phénotype normal peuvent présenter une délétion subtélomérique 2qgter. Ce
polymorphisme a eté décrit pour la premiere fois en 1994 (43). On le retrouve chez 5 a
9 % des cas étudiés et est fréquemment hérité d’un parent de phénotype normal
(44-48). En 2000, Ballif et al. (49) ont étudié en FISH 154 patients pour des
indications cliniques variables et dont le caryotype était interprété comme normal. Une
anomalie subtélomérique en 2q était retrouvee chez 9 des 154 patients (5.8 %), mais
seulement 1/9 (11 %) pouvait étre reliée aux anomalies phénotypiques. En effet 8/9
(89 %) avaient été héritées de parents porteurs de la méme anomalie cytogénétique et

phénotypiquement normaux.

Habituellement, les microdélétions qui s’expriment cliniqguement apparaissent de novo,

mais dans la littérature on retrouve :
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-Le cas d’une mére porteuse d’un polymorphisme avec une délétion en 2q37.3 sans
expression clinique, qui a eu un enfant porteur d’une délétion plus importante avec un

retard mental et des signes cliniques dysmorphiques (50).

-Une méme microdélétion terminale de 300 kb a 2 Mb (point de cassure entre
240.8 Mb et 242.5 Mb) a été retrouvée chez un pére phénotypiquement normal et sa
fille qui présente un retard mental, une épilepsie, une hyperactivité, un eczéma, des
petites phalanges terminales et une dysmorphie faciale caractéristique (visage rond,

cheveux clairsemés, front bombé, des fentes palpébrales obliques) (46).

Le diagnostic prénatal est envisageable pour les grossesses a risque. L’analyse
chromosomique des cellules feetales est effectuée aprés la réalisation d’une
amniocentése entre 15 et 18 SA ou sur le prélevement de villosités choriales vers 12

SA. La confirmation du diagnostic se fait par la technique de FISH.

Un diagnostic pré-implantatoire peut étre propose pour les grossesses a risque éleveé de
délétion en 2qg37, notamment lorsque 1’'un des deux parents est porteur d’une

translocation équilibrée impliquant la région chromosomique 2q37.

2. ANALYSES MOLECULAIRES

GENES EN 2q37 CANDIDATS POUR LE PHENOTYPE D’OSTEODYSTROPHIE
HEREDITAIRE D’ALBRIGHT

Depuis 1’article de Wilson et al. en 1995 (3) qui décrit une zone delétée étendue entre
le marqueur D2S338 et I’extrémité télomérique du 2q soit 17.6 centimorgans (cM), de
nombreuses études ont cherché a déterminer le gene responsable du phénotype de
I’Ostéodystrophie Héréditaire d’Albright dans la délétion 2937. La région critique a
été délimitée par Bonaglia et al. en 2000 (51) entre D2S2338 et I’extrémité
télomérique soit 10 cM, puis Giardino et al. en 2003 (52), délimitent une délétion de 4
Mb entre D2S2968 et ’extrémité 2qter. Shrimpton et al. en 2004 (53) ont rapporté la
plus petite délétion responsable d’une brachymétacarpie entre le marqueur CA 8350 et
I’extrémité du 2q (3 Mb). Deux ans plus tard, en 2006, I’équipe de Chaabouni (4) a
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décrit un patient avec une brachymétacarpie et une microdélétion interstitielle
correspondant a la plus petite région délétée décrite soit 2.2 Mb entre les marqueurs
CAB8350 et D252986. En 2002, il avait déja été rapporté un cas de petites phalanges
chez un patient présentant une microdélétion terminale allant de D2S125 a I’extrémité
distale du chromosome 2q. Si ce cas peut étre considéré comme une forme de
brachymétacarpie, il s’agit alors de la plus petite délétion décrite soit 1.7 Mb (région
comprenant 41 génes) (46). Selon 1’équipe de Chaabouni, les genes candidats pour le
phénotype de 1’Ostéodystrophie Héréditaire d’Albright dans la région 2q37 seraient
donc les genes du glypican 1 (GPC1) également évoqué par Syrrou et al. en 2002 (40),
de la G protein-coupled receptor 35 (GPR35), de la serine/threonine protein kinase 25
(STK25) deja évoque par Davids et al. en 2001 (54) et de I’Histone Désacetylase 4
(HDAC4).

En ao(t 2010, Williams et al. (5) ont finalement identifié le gene HDAC4 comme étant
responsable du phénotype d’Ostéodystrophie Héréditaire d’Albright chez les patients
présentant une délétion en 2q37. Tirés en partie de la littérature (22; 55), sept cas
cliniques sont décrits. Cing présentent une delétion en 2g37.3 (dont la plus petite fait
1.17 Mb) incluant le gene HDAC4, un cas présente une insertion responsable d’un
codon-stop dans un exon d’HDAC4 et un dernier cas a une délétion de 65 bp dans
I’intron 5 du géne HDACA4.

GENES EN 2g37 CANDIDATS POUR LE COMPORTEMENT AUTISTIQUE-EPILEPSIE
Plusieurs analyses génomiques de patients autistes sans anomalie chromosomique
connue ont trouvé une anomalie a différents niveaux du chromosome 2g.

Au moins deux patients autistes présentent une anomalie de la région 233

responsable de leurs troubles du comportement (56).

Le géne du récepteur a la sérotonine 2B (HTR2B) en 2g37.1 est un candidat potentiel
du fait de son réle dans le développement cérébral, bien qu’aucune association avec

I’autisme et les troubles du comportement n’ait été faite a ce jour (15).
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Wassink et al. (26) ont étudié le gene gamma-2 centaurin (CENTG2) en 2g37.3, trois
patients autistes ayant une délétion en 237 et présentant un point de cassure dans cette
région. Chez 199 individus autistes (sans anomalie chromosomique connue), et 160
cas témoins, des substitutions d’acides aminés dans les exons du gene CENTG2 ont été

trouvés chez deux individus autistes et aucune anomalie dans le groupe-contréle.

Gastrulation brain homeobox 2 (GBX2) se trouve a 300 kb de CENTG2 et a également
été suggeré comme gene candidat pour le phénotype de comportements répétitifs, et de

déficits séveres en communication et interaction sociale (28).

Aldred et al. (22) ont également évoqué la région 2937.3 comme région potentielle
pouvant contenir le géne responsable des traits autistiques. Ils ont donc étudié le point
de cassure de 20 patients avec une monosomie en 2g37.3 et ont décrit une zone délétée
minimale pour ['autisme, I’hyperactivité et/ou 1’épilepsie de 2.1 Mb, entre
AC062017TG (240.1 Mb) et AC005237CA (242.2 Mb). A noter que I’intervalle
minimum de délétion de 1.5 Mb pour le symptome d’eczéma, se chevauche avec
I’intervalle de 1’autisme/comportement/épilepsie (22). Van Karnebeek et al. (46) ont
rapporté le cas d’un patient associant un comportement hyperactif, agressif et de
I’eczéma avec une délétion terminale entre D2S125 (240.8 Mb) et I’extrémité distale.
Cela réduit d’avantage ’intervalle des troubles du comportement et de I’eczéma a une
zone de 1.4 Mb entre 240.8 et 242.2 Mb. Cet intervalle contient 29 génes dont le géne

du transporteur axonal des veésicules synaptiques (ATSV).

En 2009, Felder et al. (25) rapportent un patient présentant un phénotype d’autisme
associé a une délétion 2q37.3 dont le point de cassure se situe entre 239.1 et 240.0
Mb. L’expression de cing genes candidats (situés dans la zone délétée) est étudiée pour
essayer de déterminer I’origine du phénotype neuropsychiatrique : pleckstrin domain
protein 2 (FARP2), glypican 1 (GPC1), vigilin (HDLBP), kinesin family member 1A
(KIF1A) et proline-alanine-rich STE20-related kinase (PASK). Par I’intermédiaire de
lignées cellulaires du patient et de sa famille, ’ARNm de chaque géne est étudié. Les
résultats montrent que FARP2, HDLBP et PASK sont considérablement déprimés et
donc que I’haploinsuffisance de ces génes peut contribuer au phénotype clinique du

patient.
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E. ORIGINE PARENTALE DE LA DELETION 2q37

La transmission d’un parent a son enfant a été décrite chez une minorité de patients, et
aucune transmission préférentielle maternelle ou paternelle n’a €té mise en évidence a
ce jour. Par ailleurs aucun lien n’a été fait entre le phénotype et I’origine parentale de
la delétion 2q37.

Il n’y a aucune région d’empreinte ou de méthylation bien établie en 2q37, bien qu’un
locus de susceptibilité pour 1’obésité avec empreinte parentale maternelle ait été mis en

évidence en 2937 (57).

Les disomies uniparentales paternelle et maternelle du chromosome 2q ont chacune été
rapportées chez au moins un individu avec un phénotype normal ou une anomalie
récessive monogenique due a la perte d’hétérozygotie (58). A noter que la disomie
uniparentale maternelle de tout le chromosome 2 a été associée a la hernie hiatale et

différentes autres anomalies (59).

F. PRISE EN CHARGE DE LA DELETION 2q37

Une prise en charge multidisciplinaire est nécessaire pour le traitement des
manifestations cliniques de ce syndrome dans la plupart des spécialités suivantes :
médecin généticien, pédiatre, neurologue, cardiologue, gastroentérologue, diététicien
ou autre spécialiste de 1’obésité, endocrinologue, ophtalmologue, ORL. Les enfants
bénéficient d’une prise en charge précoce, et d’un programme d’éducation
individualisé.

Un bilan initial complet doit étre effectué afin de déterminer la gravité de ce

syndrome. Il comprend :

e Un interrogatoire minutieux qui répertorie les antécedents personnels et
familiaux, et ’histoire de la maladie a la recherche de malformations

congenitales, de convulsions, ou de troubles du comportement.
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Un examen clinique complet avec la recherche de signes dysmorphiques.
La mesure du poids, de la taille et du périmétre cranien.

L’¢évaluation neurologique et du développement a la recherche d’un
déficit moteur ou cognitif, d’un comportement autistique.

Une échographie cardiaque a la recherche d’anomalies congénitales.

Une échographie rénale a la recherche d’une tumeur de Wilms ou de
malformations.

Un examen ophtalmologique pour dépister un strabisme ou un trouble de
la réfraction.

Un examen ORL pour dépister un trouble de 1’audition.

Une imagerie cérébrale en présence de points d’appel neurologique.

Un EEG pour faire le point sur des convulsions ou pour le suivi du
traitement.

Un bilan radiologique a la recherche d’une scoliose, ou d’anomalies

squelettiques.

G. DIAGNOSTICS DIFFERENTIELS DE LA DELETION 2q37

Le diagnostic différentiel majeur de la délétion 2q37 est la mutation du gene GNAS1

qui conduit soit & la pseudohypoparathyroidie de type la en cas d’atteinte du geéne

d’origine maternelle soit a la pseudopseudohypoparathyroidie en cas d’atteinte du géne

d’origine paternelle.

1. MUTATION DU GENE GNAS1

La parathomone (PTH) est une hormone peptidique hypercalcémiante sécrétée par les

glandes parathyroides. Elle joue un role essentiel dans la régulation du métabolisme

phosphocalcique de concert avec le 1,25dihydroxycholécalciférol (forme active de la

vitamine D). La baisse de la calcémie est responsable d’une augmentation de la
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sécretion de PTH, qui va augmenter la réabsorption tubulaire distale de calcium au
niveau rénal, la mobilisation de calcium au niveau de 1’0s (résorption osseuse) et
I’efficacité de I’absorption intestinale de calcium. A D'inverse 1’¢lévation de la
calcémie inhibe la synthése de PTH et de 1,25dihydroxycholécalciférol avec une
réduction de la mobilisation du calcium au niveau de I’os, de 1’absorption intestinale et

de la réabsorption tubulaire distale (figure 1) (60).

L’¢équilibre du phosphore fait intervenir la PTH des les conditions inverses. La baisse
du taux de phosphore ou hypophosphatémie est responsable d’une diminution de la

sécrétion de PTH, et I’hyperphosphatémie inhibe sa sécrétion (figure 1) (60).

L’action de la PTH sur ses tissus cibles est médiée par sa liaison a son récepteur
transmembranaire. La transduction intracellulaire du signal est relayée par la protéine
Gsa (protéine trimérique) qui stimule 1’adénylate cyclase membranaire et entraine la

synthése d’AMPc, second messager intracellulaire (figure 2).
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Figure 1: Homéostasie du Calcium et du phosphore inorganique

D’aprés S,Roux et P,Orcel, EMConsulte (1998) (60)
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Figure 2 : récepteur lié a la protéine G

D’aprés A,Linglart DIU endocrinologie pédiatrique (2008) (92)

PSEUDOHYPOPARATHYROIDIE DE TYPE 1la PAR MUTATION DU GENE GNAS1
D’ORIGINE MATERNELLE

La pseudohypoparathyroidie est définie par I’existence d’une résistance a I’action de la
PTH et dont le tableau biologique est une PTH haute inadaptée a I’hypocalcémie,
I’hyperphosphatémie et la calciuriec basse. |l existe plusieurs types de
pseudohypoparathyroidie mais seul le type 1l1a présente un phénotype
d’Ostéodystrophie Héréditaire d’ Albright.

L’anomalie moléculaire se situe apreés le recepteur de la PTH avec défaut d’expression
ou de production de la protéine Gso produit du géne GNAS1. Ce géne est complexe
tant dans sa structure (multiples promoteurs permettant la production de protéines
différentes) que dans ses différentes formes de méthylation. 1l est situé en 20g13.3. Le
promoteur de GNAS1 est soumis a une empreinte parentale tissu-spécifique : dans le
tubule rénal proximal, la thyroide, I’hypophyse, les surrénales et 1’ovaire. L’allele

maternel est principalement exprimé dans ces tissus. La protéine Gsa est donc produite
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uniquement a partir de 1’alléle maternel. Dans la plupart des autres tissus, en revanche,

les deux alleles, maternel et paternel, sont exprimés.

La pseudohypoparathyroidie de type 1a est la plus commune des PHP. Elle associe un
phénotype d’OHA et des résistances a des hormones dont le signal passe par la
protéine Gsa (PTH, TSH, LH, FSH, GH). Des mutations de type perte de fonction
hétérozygotes de la partie codante de GNAS1 (exons 1-13) siégeant sur I’alléle

maternel sont a I’origine de la PHP de type 1a (61).

PSEUDOPSEUDOHYPOPARATHYROIDIE PAR MUTATION DU GENE GNASL1
D’ORIGINE PATERNELLE

Les mémes mutations perte de fonction hétérozygotes de la partie codante de GNAS1
situées sur l’alleéle paternel, se manifestent par une OHA isolée, sans résistance

hormonale.

Pour différencier une PPHP par mutation du gene GNAS1 paternel d’une délétion
2q37, en théorie il suffit donc, en cas de tableau clinique d’OHA et de normalité de 1a
calcémie et de la phosphatémie, de doser 1’activité de la protéine Gsa. Si celle-cCi est
effondrée, il faut rechercher une mutation de GNAS1. Si celle-ci est normale, il faut

réaliser un caryotype, voire une FISH pour rechercher une (micro-) délétion 2937.

Le tableau 3 récapitule les anomalies biologiques selon 1’étiologie génétique.
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Tableau 3 : Les différentes étiologies génétiques du phénotype d’Ostéodystrophie

Héréditaire d’Albright en fonction des critéeres biologiques

S Caryotype
Type Calcémie | Phosphatémie PTH GEHIte avec analyse
Gso
R I R en FISH

PHPla
mutation du géne ! 1 " ! normal
GNAS1 maternel

Mutation
du gene
GNAS1
PPHP | paternel

Délétion
2937

! normal
normale normale normale

normale | Deélétion 2937

2. BRACHYDACTYLIEDE TYPEE

La brachydactylie de type E est une malformation congénitale des doigts caractérisee
par un raccourcissement variable des métacarpes avec des phalanges de taille plus ou
moins normale bien que les phalanges terminales soient souvent petites. Parfois les
métatarsiens sont également courts. Une hyperextensibilité des articulations des mains
est caractéristique. Un triradius axial (point de jonction de trois plis dans la paume de

la main sur 1’axe vertical) est parfois présent (62).

Certains individus atteints sont de petite taille avec un visage rond, mais ne présentent
ni calcifications sous-cutanées ni retard mental a la différence de la

pseudohypoparathyroidie de type 1la et de la pseudopseudohypoparathyroidie.

La brachydactylie de type E est une maladie trés rare, héréditaire, d’expressivité
variable, et transmise selon le mode autosomique dominant. Cette maladie peut étre
due a des mutations du géne PTHLH situé en (12p12.1-p11.2) ou du géene HOXD13
situé en (2931-q32) (63).
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3. ACRODYSOSTOSE

L’acrodysostose est un syndrome extrémement rare caractérisé par une malformation
des os des mains et des pieds qui sont anormalement courts (acrodysostose
périphérigque), une hypoplasie nasale et un retard mental. 1l peut y avoir aussi un retard
de croissance, une petite taille et un faciés particulier. Occasionnellement on peut
constater une augmentation des espaces interpédiculaires vertébraux, une
augmentation de I’angle mandibulaire et une perte de I’audition. Un aspect granulé au
niveau des épiphyses ainsi que des anomalies caractéristiques des 0s metacarpo-
phalangiens guident le diagnostic. Ces anomalies associent une briéveté et un aspect
massif de tous les os de la main et du pied a une soudure prématurée des épiphyses des
phalanges et des meétacarpiens. Il existe également une déformation en cbne de
certaines épiphyses (64). L’étiologie de 1’acrodysostose est inconnue. La plupart des
cas rapportés sont sporadiques ; quelques uns sont familiaux a hérédité autosomique
dominante (65).

4. AUTRES DIAGNOSTICS DIFFERENTIELS

Du fait d’une hypotonie précoce, de difficultés d’alimentation et d’un retard de
développement, le syndrome de Prader-Willi (délétion 15g11-g13 sur le
chromosome paternel) a été évoqué chez plusieurs enfants présentant finalement une
délétion en 2g37. Cependant, les signes dysmorphiques et les malformations sont

différents ainsi que le phénotype neurocomportemental.

Un autre syndrome microdélétionnel présente des signes communs avec la délétion en
2q37. 1l s’agit de la délétion en 22q13.3 (syndrome de Phelan-macDermid), qui
associe une hypotonie néonatale, un retard global du développement et une

dysmorphie mineure.

Un des patients décrit par Ravnan et al. en 2006 (66) et qui présentait une délétion en

237 était suspect de syndrome de Di George (délétion 22q11).
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On peut suspecter egalement un syndrome de Turner du fait de points communs dans
le syndrome dysmorphique et des anomalies de la crosse de 1’aorte, particulierement

chez les patientes de petite taille.

Une mutation de FMR-1 (syndrome de I’X fragile) doit étre évoquée chez les
patients avec une grande taille dans 1’enfance parfois associée a un périmetre cranien
augmenté, une hypotonie, une hyperlaxité ligamentaire et un retard de développement,

d’autant plus si le patient présente des traits autistiques (15).

L’association de cheveux clairsemés et d’une hypoplasie des ailes du nez peut faire
envisager un syndrome de Johanson-Blizzard (aucune anomalie génétique

identifiée), une fois qu’une délétion en 2q37 est éliminée (15).

Enfin, les anomalies congénitales de la glycosylation doivent étre évoquées chez les
enfants avec des mamelons ombiliqués, un retard de développement et des convulsions
(15).
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l1- CAS CLINIQUE

A. DESCRIPTION CLINIQUE ET EXAMENS COMPLEMENTAIRES
STANDARDS

Notre cas est un cas familial de phénotype d’OHA présent a la fois chez un fils (MC)

et sa mere.

1. ’ENFANT MC

MC est le seul enfant d’un couple caucasien non consanguin sans antécédents
médicaux personnels particuliers, si ce n’est un avortement pour méningo-
encéphalocele occipital chez un précédent feetus. Les antécédents familiaux sont
marqués par plusieurs cas de retard mental dans la famille maternelle, notamment du

coté du grand-pére maternel, associés a une petite taille et une obésité (figure 3).

T
é 5
- i.ﬂ #ﬁé‘@

. sujets avec retard mental

O sujet porteur de la translocation équilibrée
en FISH

G sujets présumés porteurs de la translocation
équilibrée

Figure 3 : Arbre généalogique de la famille de MC

La fleche indique le cas index (MC)
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MC est né au terme de 38 SA par césarienne pour anomalie du rythme cardiaque feetal,
apres une grossesse sans evenement intercurrent particulier (pas d’hypertension ni
prise de poids excessive, mouvements actifs foetaux pergus a partir du 4eme mois). La
meére de MC aurait demandé un diagnostic anténatal, étant donnés ses antécédents

familiaux, qui lui aurait été refuse.
P:34409, T:49 cm, PC: 35 cm (eutrophe), Apgaral min:7,a5 min: 10.

MC est hospitalisé dans le service de néonatologie de Chateauroux pour détresse
respiratoire transitoire, ictére et infection materno-foetale a streptocoque B et bénéficie

d’un allaitement artificiel sans trouble de succion-deéglutition.

A T’age de 1 mois, il est vu en consultation de neuropédiatrie a Tours pour suspicion
de craniosténose. On diagnostique une plagiocéphalie suite a une rétraction du muscle
sternocléidomastoidien responsable d’un torticolis. La fontanelle antérieure est decrite

comme punctiforme.

A 1’age de 4 mois, il bénéficie d’une consultation en génétique a Tours pour syndrome

dysmorphique.
PC:41cm (-0.6 DS)

Son examen neurologique est préoccupant avec une hypertonie des quatre membres
particulierement franche aux membres inférieurs. Les pavillons auriculaires sont plus
décollés que ne le voudrait la plagiocéphalie qui est importante. Il existe un certain

degré de dysmorphie mais dont beaucoup de traits semblent hérités de la maman :
- Un front vertical et large,

- Une dépression de la racine nasale avec une aréte nasale courte et des narines

antéverseées,

- Une relative hypoplasie mandibulaire (aspect accentué par 1’épaisseur de la levre

supérieure),

- Un décollement important des pavillons auriculaires, plus accentué a droite, avec
plagiocéphalie.
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Les antécédents familiaux et le tableau clinique font réaliser un caryotype standard a
cet enfant (au CHU de Limoges) ainsi qu’a sa tante maternelle (au CHU de Tours) qui
présente un retard mental important. 1ls sont tous les deux interprétés comme normaux.

Un scanner cérébral est également demandé et interprété comme normal.

MC est revu en consultation de neuropédiatrie a 1’dge de 21 mois pour un retard

psychomoteur.
Les éléments cliniques sont les suivants :

- Cassure de la courbe de croissance staturo-pondérale (figures 4A et B). Croissance
staturale inférieure a -3 DS contrastant avec une croissance pondérale supérieure a la

moyenne.
- Dysmorphie avec :

e \olte cranienne déformée, donnant une impression de bosse pariétale
bilatérale

o Oreilles décollées et bas implantées

e Cyphose thoracique moyenne

e Mamelons écartés, peu colorés, s’invaginant dans le tissu cutané

e Tache achromique au niveau de la cuisse droite.
- L’examen neurologique est le suivant :

o Réalisation de quelques pas de facon tres ataxique
e Pas d’ataxie du tronc
e Acquisition de la pince pouce-index

e Langage limité a quelques mots isolés sans association.
- L’examen somatique note un eczéma diffus sans autre anomalie.
Les explorations complémentaires effectuées montrent :

e Un bilan métabolique normal, dont parathormone (PTH), calcémie et

phosphatémie normales
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e Un dosage pondéral des immunoglobulines normal

e Un bilan ophtalmologique et ORL normal

e Un électromyogramme normal

e Une échographie abdominale et cardiaque normales

¢ Une absence de fragilité du chromosome X

e Des radiographies du squelette : pas de brachymétacarpie objectivée

e Une IRM cérébrale : doute sur une asymétrie de la gyration des lobes

frontaux.

Par la suite, MC est pris en charge dans le cadre du CAMPS avec psychomotricité,
orthophonie et kinésithérapie. Il est par ailleurs suivi en chirurgie pédiatrique pour
prise en charge de sa cyphose dorsale nécessitant le port d’un corset, mais le suivi en

neuropédiatrie est interrompu, et MC est perdu de vue.

Notre patient se présente a nouveau en consultation de pédiatrie a I’age de 15 ans et 5

mMois pour prise en charge d’une obésité. L’examen clinique est le suivant :

o Petite taille (143.3 cm) (-3 DS) (figure 4A)

e P:57kg900 (+0.2 DS) IMC: 28.19 soit une obésité de degré 1 (figure
4B)

e Syndrome dysmorphique facial avec un visage rond et aplati, des sourcils
arqués, des cheveux fins, des oreilles bas implantées, un front
proéminent, des fentes palpébrales obliques vers le bas et en dehors, une
racine nasale enfoncée avec une pointe du nez en forme de V, une lévre
supérieure fine et un palais ogival (figures 5A et B)

e Brachymétacarpie et -métatarsie des quatriemes doigts des deux mains et
des deux pieds (figures 6A et B et figure 7)

e Syndactylie du deuxieme et du troisieme doigt des deux pieds (figure 7).

e Mamelons ecartes

e Retard pubertaire cote P2G1A1 selon la classification de Tanner

e Retard mental chez un enfant scolarisé en IME.
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Figure 4 : Courbes de croissance de MC

A : Courbe staturopondérale

B : Courbe d’IMC

A

Figure 5 : Photographies du visage de MC

A : Face

B : Profil

47



Figure 6: Brachymétacarpie de MC

A : Photographie des mains de MC

B : Radiographie de main de MC

Figure 7: photographie des pieds de MC :

brachymétatarsie et syndactylie
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Un nouveau bilan étiologique est effectué avec :

e Calcémie phosphatémie et PTH normales

e Activité de la protéine G normale

e Bilan thyroidien normal

e Test au LHRH en faveur d’un début pubertaire, confirmant 1’hypothése
d’un retard pubertaire simple

e Cycle cortisol/ACTH et cortisol libre urinaire des 24h normaux éliminant
un hypercorticisme

e Recherche en analyse moléculaire d’un syndrome de Prader-Willi

négative.

2. LA MERE DE MC

La mere de MC présente un syndrome dysmorphique proche de celui de son fils

(figures 8A et B), associant :

e Une dysmorphie faciale avec
o Un visage rond et aplati
o Des sourcils arques
o Des oreilles bas implantées
o Un front proéminent
o Une lévre supérieure fine
e Une petite taille (148 cm)
e Une obésité (P =100 kg soit un IMC=45.6)
e Brachymétacarpie du quatriéme doigt a droite et des troisieme et
quatrieme doigts a gauche (figures 9A et B)

e [l n’existe pas de brachymetatarsie

Les résultats biologiques (calcémie, phosphatémie, PTH et activité de la protéine Gsa)
sont normaux et éliminent une pseudohypoparathyroidie de type la et une

pseudopseudohypoparathyroidie par atteinte du gene GNAS1.
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A B

Figure 8 : Photographies du visage de la mére de MC

A : Face

B : Profil

Figure 9 : Brachymétacarpie de la mére de MC

A : Photographie des mains de la mére de MC

B : Radiographie de main de la mére de MC
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Il n’existe pas de retard mental chez cette patiente.

Les antécédents de la mere de MC ne retrouvent pas de retard pubertaire, celle-ci ayant

¢été réglée a I’age de 12 ans.

Le pére de MC ne présente aucun signe dysmorphique.

B. EXAMENS COMPLEMENTAIRES GENETIQUES

Un nouveau caryotype standard en bande R est effectué a MC (cf technique en

annexe), et met en évidence une anomalie du télomere 2q (figure 10).
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Figure 10 : Caryotype de MC
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Une étude complémentaire par FISH est effectuée (cf technique en annexe). Les
sondes utilisées et les locus correspondants sont précisés dans le tableau 4. La FISH
met en évidence une délétion de la région subtélomérique des bras longs d’un

chromosome 2 (Figure 11).

Tableau 4 : Sondes utilisées en FISH et locus correspondant

sondes localisation nom du locus fournisseur

Télomeére 2p 2pter VI1J2yRM2052 Abbott
(GenBank U32389)
Télomeére 2q 2qter VI1J2yRM2112 Abbott
(D2S447),
2QTEL47
Télomere 10p 10pter 10p006 Abbott
(GenBank Z96139)
Télomeére 10q 10qter 10QTEL24 Abbott
(D10S2490,
GDB : 6244631)
Centromere 10 Cepl0 D10Z1 Abbott

2p vert

Figure 11: FISH sur métaphases de MC.
La fleche indique la délétion de la région subtélomérique des bras longs d’un
chromosome 2
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Une analyse en MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) est
pratiquée (cf technique en annexe), et montre une diminution de la hauteur du pic en
2q et une augmentation en 10q et 3p (figure 12), laissant supposer une translocation
déséquilibreée (2;10), avec une monosomie 2qter et une trisomie 10qter, associée a
une duplication 3p. Cette duplication de 3p est considérée comme un variant de la

normale (cf étude en CGH array p.62).
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Figure 12 : courbe de MLPA de MC

Diminution de la hauteur du pic en 2g et augmentation en 10q et en 3p
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Une nouvelle analyse en FISH est effectuée avec les sondes de marquage tel 10p et tel
10q, qui confirme la présence d’un troisiéme signal 10q a I’extrémité des bras longs

d’un chromosome autre que le chromosome 10 (figure 13).

10p vert

Figure 13 : FISH sur métaphases de MC.
La fleche indigue la duplication de la région subtélomérigue des bras longs
d’un chromosome 10 sur un chromosome pouvant correspondre au
chromosome 2
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Un caryotype standard en bande R est effectué sur prélévement sanguin chez le pére et
la mere de MC selon le protocole décrit en annexe.

Le caryotype paternel s’avére normal, retrouvant une formule chromosomique de type
46, XY.

En revanche le caryotype maternel met en évidence une translocation réciproque
cryptique entre les bras longs d’un chromosome 2 et les bras longs d’un chromosome

10 (figure 14). La formule chromosomique est donc

46, XX 1(2;10)(q37;G26)
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Figure 14 : Caryotype de la mére de MC

Les résultats du caryotype sont confirmés en FISH (figures 15 et 16). On retrouve bien
deux signaux pour chaque extrémité télomérique du chromosome 2, mais un des
signaux 2q est transloqué a I’extrémité télomérique du bras long du chromosome 10
(marqué par son centromére Cep 10). De la méme fagon on observe deux signaux pour
I’extrémité télomérique 10q, mais un des signaux est transloqué a 1I’extrémité
téelomérique du bras long du chromosome 2 (marqué par son extrémite subtélomérique
2p).
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Figure 15 : FISH sur métaphases de la mere de MC.
La fléche blanche indique la translocation de I’extrémité subtélomérique des
bras longs d’un chromosome 2 a ’extrémité subtélomérique des bras longs
d’un chromosome 10 (margué par son centromeére en rouge)

2p vert

Figure 16 : FISH sur métaphases de la mere de MC.
La fléche blanche indique la translocation de I’extrémité subtélomérique des
bras longs d’un chromosome 10 a I’extrémité subtélomérique des bras longs
d’un chromosome 2 (margué par son extrémité 2p en vert)
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La mére de MC est donc porteuse d’une translocation équilibrée entre les bras longs
d’un chromosome 2 et les bras longs d’un chromosome 10. Sa formule

chromosomique est donc :

46,XX,t(2;10)(g37;926)
Jish t(2 ;10)(U32389+,D25447-,010S2490+;D10Z1+,D10S2490-,D2S447+)

Notre patient MC présente donc un dérivé d’un chromosome 2, issu d’un déséquilibre
d’une translocation réciproque cryptique maternelle entre ’extrémité terminale des
bras longs d’un chromosome 2 et I’extrémité terminale des bras longs d’un
chromosome 10. Ce réarrangement est a I’origine d’une monosomie partielle 2qter et

d’une trisomie partielle 10qter. La formule chromosomique est donc :

46,XY der(2) t(2;10)(g37;926)mat
.ish der(2)t(2;10)(U32389+,D2S5447-,D010S2490+)

Selon la publication de Chaabouni et al. (4), cing génes restent candidats pour le
phénotype d’OHA dans la délétion 2q37 (figure 17). Nous avons pu acquérir quatre
BACs (Bacterial Artificiel Chromosomes) correspondant a quatre de ces genes, a
savoir STK25, KIF1 A, GPC1 et HDAC4 (tableau 5). Une nouvelle analyse en FISH
est donc effectuée chez MC et sa mere. Chez MC, les quatre BACs se sont révélés
délétés (un seul signal pour chacun des BACs sur un chromosome 2) (figures 18A, B,
C et D). Chez la mére de MC, les quatre BACs sont transloqués a 1’extrémité

téelomérique du chromosome 10 (figures 19A, B, C et D).
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Figure 17 : BACs de la région 2937.3

Tableau 5 :BACs de la région 2g37.3 étudiés chez MC et la mére de MC

BACs ‘ nom du locus fournisseur ‘

RP-11 491D2 STK25 Blue Gnome
(Amplitech)
RP-11 118M12 KIF1A Blue Gnome
(Amplitech)
RP-11 649N20 GPC1 Donné par le
laboratoire de
Cytogenétique de
I’hopital Necker (Dr
Lelorc’h)
RP-11 275G7 HDACA4 Blue Gnome
(Amplitech)
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Cep 10 aqua

Cep 10 aqua

Cep 10 aqua

Figures 18 : FISH sur métaphases de MC.

La fleche indique le BAC délété

A: BAC RP11 275G7 HDAC4

B: BAC RP-11 649N20 GPC1

C: BAC RP-11 118M12 KIF1 A

D: BAC RP-11 491D2 STK 25
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Cep 10 aqua

Cep 10 aqua

Cep 10 aqua

Pl %

Cep 10 aqua

Figures 19 : FISH sur métaphases de la mére de MC.
La fleche indigue le BAC translogué sur le chromosome 10 (marqué par son
centromere Cep 10 agua).

A: BAC RP11 275G7 HDACA4

B : BAC RP-11 649N20 GPC1

C: BAC RP-11 118M12 KIF1 A

D: BAC RP-11 491D2 STK 25
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En septembre 2010, nous prenons connaissance de la publication de Williams et al. (5)
qui impute le phénotype d’OHA a I’haploinsuffisance du géne HDAC4. Ce géne est
effectivement délété chez MC, mais transloqueé chez sa mere (figures 18A et 19A).
Des prélevements sanguins sont expediés a Virginia Commonwealth University School
of Medicine Departements of pediatrics and human and molecular genetics (Richmond
Virginia USA), au Pr S. Elsea pour doser 1’expression du géne HDAC4 chez MC, sa
mere et un cas témoin. Celle-ci est de 100 % chez le cas témoin, 65 % chez la mére de
MC et 20 % chez MC (figure 20).

Gene Expression

Expression du géne HDAC4 du témoin

0.80

Expression du géne HDAC4 de la
mere de MC

060

Expression du géne HDAC4 de MC

0.40

Raw RQ (Reistive Quantitation)

0.20

0.00

HDACA (HUMAN)

Detectors

Figure 20: Expression du géne HDAC4 de MC, sa mére et du cas témoin

Parallelement, des analyses complémentaires sont effectuées par 1’équipe du Pr JM.
Dupont au laboratoire de Cytogénetique de 1’hopital Cochin par CGH-array afin de
déterminer le point de cassure de la translocation sur le chromosome 2 qui serait

responsable du phénotype maternel (cf technique en annexe).
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L’analyse de MC montre :

- Une délétion terminale du bras long du chromosome 2 d’une taille de 10 Mb. Le
point de cassure est situé dans le géne DIS3L2 de la région 2937.1 (figure 21).

- Une duplication terminale du bras long du chromosome 10 d’une taille de

3.32 Mb. Le point de cassure est situé en 100g26.3.

-Une duplication terminale du bras court du chromosome 3 considérée comme un
variant de la normale.
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Figure 21 : CGH-array. Les fleches montrent le point de cassure en DIS3L2 qui

est suivi de la délétion 2qater
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Sa formule chromosomique en CGH-array est alors :

arr 29q37.1937.3(232,810,566-242,654,701)x1,10926.3(131,931,089-135,253,240)x3

L’analyse de la mére de MC ne montre pas de déséquilibre génomique a la résolution

moyenne de 100 Kb.
Sa formule chromosomique en CGH-array est donc :

arr(1-22,X)x2
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I11- DISCUSSION

A. AU NIVEAU CLINIQUE

Nous rapportons un cas familial de pseudopseudohypoparathyroidie.

MC et sa mere présentent un phénotype d’OHA sans perturbation du bilan
phosphocalcique ni  autre résistance hormonale, compatible avec une
pseudopseudohypoparathyroidie (6), mais sans anomalie de I’activité de la protéine
Gsa. Ce tableau nous a conduits a nous interroger sur la conduite a tenir devant un cas
d’OHA.

1. ARBRE DECISIONNEL DEVANT UN TABLEAU D’OHA

Il existe un profil biologique particulier qui correspond aux différentes étiologies
potentielles du phénotype d’Ostéodystrophie Héréditaire d’Albright. Nous proposons
donc un arbre décisionnel devant un phénotype d’OHA (figure 22).

En premicre intention devant un phénotype d’Ostéodystrophie Héréditaire d’Albright,
il faut effectuer un bilan phosphocalcique comprenant calcémie, phosphatémie, et
PTH. Si les résultats montrent une hypocalcémie, une hyperphosphatémie et une PTH
augmentée, ces ¢léments sont en faveur d’une pseudohypoparathyroidie (de type 1a du

fait du phénotype clinique).

Si  le bilan phosphocalcique est normal, on s’oriente vers une
pseudopseudohypoparathyroidie. On dose alors 1’activité de la protéine Gsa afin de
distinguer les deux atteintes génétiques possibles, a savoir la mutation du géne GNAS1
codant pour la protéine Gsa et la délétion 2q37. Si I’activité de la protéine Gsa est
diminuée, on recherchera une atteinte du gene GNAS1 en 20q13.3. Si I’activité de la

protéine Gso est normale, on recherchera une delétion 2q37.
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Figure 22 : Arbre décisionnel devant un phénotype d’Ostéodystrophie

Héréditaire d’Albright




2. COMPARAISON DE MC AUX CAS DECRITS DANS LA
LITTERATURE

Un patient avec la méme translocation déséquilibrée que MC associant une
monosomie 2037 et une trisomie 10926 est rapporté dans la littérature (19). Sa formule
caryotypique est 46 XX der(2)t(2;10)(g37;926). Son phénotype clinique est fortement
évocateur de la délétion 2937 ; en effet il associe une obésité (mais une taille normale),
un visage lunaire et plat avec un grand front, des cheveux clairsemes, des sourcils
arqués, un nez fin avec des narines hypoplasiques et une longue columelle et une lévre
supérieure fine. Ce tableau clinique est compliqué d’un déficit immunitaire par deficit
en immunoglobulines G responsable d’une dilatation des bronches apres infections
respiratoires basses a répétition. Les infections répétées sont décrites dans la délétion
2q37 et I’haploinsuffisance d’un géne situé dans cette région chromosomique est
vraisemblablement responsable de cette complication. Cependant MC présente la
méme anomalie chromosomique sans déficit immunitaire associé, ni antécédent
d’infections a répétition. Les sous-bandes ou sont localisés les points de cassure
n’étant pas précisées dans la publication, on peut penser qu’ils sont différents de ceux
de MC et que le gene responsable de ce déficit immunitaire se trouve en dehors de la

zone délétée chez MC.

Deux autres cas de translocation (2;10) déséquilibrée sont décrits dans la littérature
(67). Leur formule caryotypique est : 46,XX et XY der(2)t(2;10)(937.3;924.1). Bien
que leur formule caryotypique soit proche de celle de MC, leur phénotype clinique est
totalement différent. Le patient 1 associe des anomalies des mains et des pieds avec
une polydactylie des orteils, des petits ongles mous, des contractures musculaires des
doigts et une absence de supination. Il existe également un raccourcissement du tibia
gauche et une absence d’articulation de cheville. II présente un retard psychomoteur, et
une dysmorphie faciale associant un grand front, un hypertélorisme, des grandes
oreilles et une dépression de la racine nasale. Enfin il a développé une alopécie
compléte a I’age de 15 ans. La patiente 2 a présenté un Retard de Croissance Intra-
Utérin (RCIU) associé a une hypotonie néonatale. Cliniqguement, on remarque une

syndactylie du deuxiéme et du troisiéme orteil, des oreilles tournées vers I’arriére, une
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dépression de la racine nasale, un excés de cheveux sur le front et un palais ogival. Par
la suite, elle développe un retard psychomoteur et une craniosynostose. Il n’existe pas
d’explication pour ces cas uniques (notamment d’alopécie et de craniosynostose) dans
le contexte de delétion 2g ou de duplication 10g. MC présente une délétion 2q plus
étendue mais qui englobe celle de ces 2 patients et une duplication 10qg plus limitée.
Les genes responsables de ce phénotype pourraient se trouver dans cette petite région

dupliguée du chromosome 10q.

On observe donc des variations dans le phénotype de la délétion 2937. Les méthodes
de cytogénétique et de biologie moléculaire n’ont pas mis en évidence de corrélation
entre la taille de la délétion et le phénotype clinique. Les symptémes spécifiques de la
délétion 2937 comme les troubles du comportement de type autistique, les anomalies
osseuses et la dysmorphie faciale peuvent apparaitre plus tard et progressivement dans
I’enfance (4; 52; 68) comme c’est le cas ici pour la brachymétacarpiec de MC qui

n’était pas présente sur le bilan radiologique effectué¢ a 1’age de 21 mois.

Comme la plupart des cas de délétion 2937 rapportés dans la littérature (3; 4 ; 9-12;
16; 29; 36; 39; 40; 51- 54; 68-70) MC présente un phénotype d’Ostéodystrophie
Héréditaire d’ Albright auquel s’ajoutent des signes dysmorphiques particuliers propres
a cette délétion tels que la dysmorphie faciale (des cheveux clairsemés, un front
proéminent, des fentes palpébrales obliques vers le bas et en dehors, des sourcils peu
fournis et arqués, une racine nasale enfoncée, une levre supérieure fine) et

I’hyperlaxité articulaire (scoliose) .

3. SIGNES CLINIQUES ET POINTS DE CASSURE

La CGH-array a defini le point de cassure sur le chromosome 2 en 2g37.1, dans le
géne DIS3L2. Certaines anomalies sont plus particulierement associées aux patients

présentant un point de cassure en 2q37.1.

En 2008, Galasso et al. (30) ont essayé de répartir les différences phénotypiques en

fonction du point de cassure des délétions 2937. En faisant la revue de la littérature, ils
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ont étudié 50 cas. Les anomalies du systeme nerveux central (holoprosencéphalie,
dysplasie du vermis...) sont présentes chez 22 % des patients avec un point de cassure
en 2g37.1. La distribution des autres types de malformations (cardiaques, gastro-
intestinales, génito-urinaires) est trés différente entre les groupes mais elles sont plus
fréquentes dans le groupe avec un point de cassure en 2937.1. Enfin plus de la moitié

des patients avec un point de cassure en 2g37.1 présentait une hypotonie.

Le bilan malformatif effectué chez MC n’a mis en évidence aucune anomalie hormis
un doute sur une asymétrie de la giration des lobes frontaux sur I’'IRM cérébrale

effectuée a I’age de 21 mois.

En 2009, Drake et al. (34) suggerent que I’haploinsuffisance de miR-562 peut
contribuer au développement d’une tumeur de Wilms. Ce micro-ARN est situé dans

I’intron 9 de DIS3L2. A ce jour, MC n’a pas développé de tumeur rénale.

Du fait de cette translocation déséquilibrée, notre patient présente également une
trisomie 10q. Dans la littérature (71), le phénotype associé a cette anomalie
chromosomique comprend : un blépharophymosis (réduction de la taille de la fente
palpébrale en hauteur et en largeur), un ptésis, un retard mental sévere, un retard de
croissance pré- et postnatal et une microcéphalie. On peut également y voir associées
une arthrogrypose, et une dysmorphie faciale comprenant une hypoplasie de la ligne
médiane, un front aplati, une implantation de cheveux trés antérieure avec un épi

central et des fissures palpébrales étroites (72).

MC présente une duplication du segment 10q de plus petite taille que celles
habituellement observées dans la littérature (10926.3—qter contre 10q24—qter) (71).
De plus le segment 2q délété est plus important que celui dupliqué (délétion de 10 Mb
et duplication de 3.32 Mb). Cela peut expliquer I’absence d’anomalie ophtalmique
habituellement observée dans les duplications 10q, et le phénotype typique de délétion
2q37.

Les résultats de MLPA de MC montrent en plus de la translocation (2;10) une
duplication 3p. La duplication 3p décrite dans la littérature, concerne le plus souvent

une large région chromosomique de 3p2—3pter (73-79) et est responsable d’un
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syndrome polymalformatif (notamment cardiaque) (73; 74; 80). Elle entraine le déces
du patient avant I’age de un an dans la moitié des cas (80). La duplication 3p decrite
chez notre patient en MLPA est considérée comme un variant de la normale selon les

résultats de CGH-array.

Tableau 6: répartition des signes cliniques selon ’atteinte cytogénétique.
Les signes soulignés sont ceux présentés par MC.

Signes phénotype Délétion Duplication
cliniques d’OHA terminale 29  terminale 10q
en dehors de
POHA
Retard Sévere
croissance
Retard Modéré Modéré Sévere
mental
Taille Petite taille
Poids Obésité
Front Visage lunaire Grand Large
Méchoire Micrognathie | Micrognatisme
Yeux Hyperthélorisme
blépharophimosis
Pilosité clairsemée Sourcils fins
Palais Ogival, fente
Oreilles basses Malformations
Nez Dépression
racine nasale
Doigts Brachymétacarpie Clinodactylie,
arthrogrypose

Le phénotype de MC s’explique donc par son atteinte cytogénétique, notamment la
délétion 2q puisque pratiquement tous les signes qu’il présente correspondent a cette
délétion. Elle résulte de la transmission déséquilibrée de la translocation (2;10)

d’origine maternelle.
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B. GENETIQUE ET HYPOTHESE ETIOPATHOGENIQUE AU NIVEAU
CELLULAIRE

Un réarrangement chromosomique familial a été identifié dans seulement 5 % des cas
publiés (14), les parents des sujets atteints étant porteurs d’une translocation

réciproque équilibrée, sans anomalie clinique décrite (52; 69; 70).

Cependant la mére de MC, porteuse de la translocation réciproque équilibrée
(2;10)(g37.1;926.3), posséde tout son patrimoine génétique, comme le confirme la
CGH-array. Elle présente pourtant un phénotype similaire a celui de son fils, soit une
petite taille, une obésité, une brachymétacarpie, un visage lunaire et une dysmorphie
faciale évocatrice de la délétion 2q37. Elle ne présente pas de retard mental, ce qui
peut s’expliquer par le fait qu’elle n’a pas de délétion chromosomique et donc aucune
perte de matériel génétique. Il s’agit du seul cas publié de translocation équilibrée dont
le point de cassure est dans la région 2q37 avec un phénotype d’OHA et les signes
dysmorphiques décrits dans les délétions 2937. Nous émettons donc I’hypothése que
le gene clivé au niveau du point de cassure de la translocation maternelle en

2q37.1 est responsable du phénotype maternel.

1. IMPLICATION DE HDAC4

En septembre 2010 (5), I’équipe de Williams a identifié¢ le géne responsable du
phénotype d’OHA dans la délétion 2q37 comme étant le géne HDAC4 dans la région
2q37.3.

HDAC4 est une histone désacétylase de classe I, qui joue un role de corépresseur sur
les facteurs de transcription. Elle interagit avec HDAC3 et HDAC9 en inhibant des
facteurs tels que MEF2C et Runx2, qui sont essentiels dans le développement
squelettique. En désacétylant les histones, HDAC4 condense la chromatine et la rend
inaccessible aux facteurs de transcription. Les génes ne peuvent donc pas étre

transcrits.
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Le phénotype clinique de la pseudohypoparathyroidie de type la et de la
pseudopseudohypoparathyroidie étant trés proche de celui de la délétion 2937, notre
hypothése initiale était que HDAC4 devait intervenir sur la voie de signalisation de la

PTH via son récepteur couplé a la protéine Gsa.

En 2004, Vega et al. (81) ont montré le role de HDAC4 dans la régulation de la

croissance osseuse en inhibant 1’activité du facteur de transcription Runx2.

En 2009, Kozhemyakina et al. (82) ont établi la cascade intracellulaire faisant
intervenir la PTH-related peptide (PTHrP), son récepteur (commun avec la PTH) et
HDACA4.

Aprés fixation de la PTHrP sur son récepteur, il y a activation de la protéine Gsa, qui
stimule 1’adénylate cyclase, responsable de la synthese d’AMPc. L’augmentation de la
concentration d’AMPc est responsable de I’activation de la Protéine Kinase A (PKA),
qui va phosphoryler la sous-unité B de la Protéine Phosphatase 2A (PP2A). Celle-ci va
alors déphosphoryler HDAC4 et ainsi permettre son passage intranucléaire. HDAC4

va alors se fixer sur MEF2C et inhiber son activité (figure 23).

MEF2C est un facteur de transcription qui régule le développement cardiovasculaire et
musculaire. Il intervient également dans la croissance osseuse en assurant I’expression
du programme génétique de I’hypertrophie chondrocytaire, incluant 1’expression de
Runx2. L’atteinte de MEF2C est responsable d’une limitation de I’hypertrophie des

chondrocytes et donc d’un ralentissement de 1’ossification (83).

HDAC4 a un role régulateur sur MEF2C et donc sur la croissance osseuse en

ralentissant P’ossification endochondrale.
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Figure 23 : cascade régulatrice de ’hypertrophie chondrocytaire par HDAC4
d’aprés Kozhemyakina et al. (2009) (82)




Du fait de ses actions ciblées, la délétion ou mutation du gene HDAC4 peut donc étre
compatible avec le phénotype décrit dans les délétions en 2g37.3 (5). Les souris
HDAC4 -/- développent une minéralisation o0sseuse prematurée suite a une
hypertrophie chondrocytaire trop précoce (81). Ces souris sont donc plus petites que
leur congénéres HDAC4 +/+ (5). La duplication de HDAC4 n’a pas été étudiée dans la
littérature, mais quelques cas de trisomie isolée en 2933-2g37 ont été rapportés avec
des signes cliniques trés variables (51), mais notamment des doigts longs et fins. Vera-
Carbonell et al. (48) rapportent un cas d’inversion duplication et délétion en 2q. La
délétion s’étend de 2q37.3 a 2qter et I’inversion duplication concerne la région 2q33.1-
2037.3. Les genes GPC1, GPR35, HDLBP et STK25 sont délétés, mais HDAC4 est
dupliqué. Cliniquement, ce patient présente une dysmorphie faciale évocatrice d’une
délétion 2937 mais une arachnodactylie. Dans la littérature on trouve également un cas
de duplication 2gq plus proximal en 33.1-g35 ne présentant pas d’anomalie de
longueur de doigts (84). On peut donc penser que la duplication de HDAC4 est

responsable d’une croissance osseuse excessive notamment au niveau des doigts.

2. HDAC4 ET NPPC

HDAC4 est effectivement compris dans la région délétée chez MC et peut expliquer sa
petite taille et sa brachymétacarpie. On comprend que MC ait une diminution
d’expression d’HDAC4. Cependant I’expression de HDAC4 (mesurée a 20 % du
témoin) est plus faible que celle a laquelle on pourrait s’attendre dans le cas d’une
haploinsuffisance (expression qui devrait approcher 50 %). De plus, ce gene est
présent et transloqué chez sa mére, mais I’activitt d’HDAC4 mesurée chez cette

patiente n’est que de 65 %.

Notre nouvelle hypothése est donc que le point de cassure de la translocation

maternelle se situe au niveau d’un géne régulateur de 1’expression de HDAC4.

Le point de cassure en 2g37.1 se situe sur le gene DIS3L2 (DIS3 mitotic control

homolog-like2). DIS3L2 code pour une exonucléase de fonction inconnue. Ce géne
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se trouve a proximité du géne NPPC qui code pour la protéine CNP (type-C

natriuretic peptide) impliquée dans I’ossification endochondrale.

Dans la littérature (85; 86), trois cas sont décrits comme porteurs d’une translocation
réciproque et équilibrée avec un point de cassure en 2g37.1 dans la zone codante ou a
proximité du géne DIS3L2. L’autre chromosome intervenant dans la translocation est

variable (chromosomes 7, 8 et 13).

Ces trois patients présentent un phénotype similaire associant une croissance excessive
en postnatal, un tableau Marfanoide, une arachnodactylie avec des hallux
anormalement longs, et une déformation progressive de la colonne vertébrale et des
articulations. Ce tableau de croissance excessive serait associé a une surexpression de
NPPC. En effet, le premier patient présente une concentration plasmatique de CNP
doublée par rapport aux témoins. Chez les deuxiéme et troisieme patients, NPPC est
largement exprimé dans les lymphocytes ce qui n’est pas le cas chez les témoins. Il

existe donc une surexpression de NPPC.

Dans les cas presentés ici, I’expression de NPPC et le dosage de CNP n’ont pas pu étre
étudiés. L’élément troublant est la discordance dans le tableau clinique par rapport a
nos patients puisque le méme point de cassure, est responsable d’un phénotype
strictement opposé. L hypothése d’un mécanisme d’empreinte parentale aurait pu étre
évoquée, mais celle-ci a deja éteé étudiee dans la région 2937 et a été exclue (15).
Aucun phénotype particulier n’a en effet été associe a ce jour a la transmission

préférentielle maternelle ou paternelle de la délétion.

On suspecte donc I’implication du géne NPPC et de la protéine CNP dans notre

tableau clinique, bien que le mécanisme moléculaire ne soit pas élucide.

La protéine CNP appartient a la famille des peptides natriurétiques qui rassemble
I’ « atrial natriuretic peptide » (ANP), le « brain natriuretic peptide » (BNP) et le « C-
type natriuretic peptide » (CNP). Leur action biologique est médiée par deux sous-
types de récepteurs membranaires a guanylyl cyclase (GC), GC-A et GC-B,
responsables de I’accumulation intracellulaire de GMP cyclique (GMPc). Le CNP agit

principalement via le récepteur GC-B. L’étude du systéme CNP/GC-B chez la souris a
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révelé leur role central dans la régulation de la croissance osseuse par ossification
endochondrale (87).

L’accumulation de GMPc active la protéine Kinase I GMPc dépendante (cGKII), qui
en la phosphorylant inactive GSK3p (Glycogen synthase Kinase 3 B). La B catenine
n’¢tant pas phosphorylée par GSK3p, elle n’est donc pas dégradée par le protéasome.
Son accumulation est responsable de [’activation d’un ou plusieurs facteurs de

transcription (FT) a ce jour inconnus et donc favorise la différenciation et

I’hypertrophie des chondrocytes (figure 24).

N\

Cytoplasme

phosphorylation

Hypertrophie des
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Figure 24 : Schéma repreésentatif de la voie du systeme CNP/GC-B
d’aprés Yasoda et al. (2010) (87)
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Les souris NPPC -/- ou Npr2 -/- (gene du récepteur GC-B) présentent un nanisme et
un raccourcissement des os longs dus a la croissance endochondrale insuffisante (88).
A TDinverse les souris avec une surexpression de CNP ciblée dans le cartilage de
croissance, ont une croissance osseuse excessive (89; 90). Aucune mutation perte de
fonction du gene NPPC n’a été rapportée chez I’humain, mais trois cas de
surexpression ont récemment été publiés (85; 86), comme dit précédemment, avec un

phénotype opposé a celui de MC et de sa mére.

Une étude épidémiologique réalisée en 2009 (91) met en évidence un variant dans la
région 2q37.1, et plus précisément au niveau de DIS3L2 et NPPC. Ce variant
interviendrait dans la taille humaine en Europe du Nord ou la population est plus

grande que dans le reste du monde.

3. HYPOTHESE ETIOPATHOGENIQUE AU NIVEAU CELLULAIRE

La mére de MC a donc une diminution de 1’activité de HDAC4 sans atteinte du gene
HDACA4. En revanche le point de cassure de la translocation est a proximité du géne
NPPC codant pour CNP qui intervient sur la croissance osseuse par ossification
endochondrale. MC a de plus une diminution plus importante de 1’expression de
HDAC4 que celle attendue.

Nous émettons I’hypothése que la voie du systéeme CNP/GC-B vient agir sur

I’hypertrophie des chondrocytes via HDACA4.

La mére de MC présenterait une diminution de I’expression de HDAC4 secondaire a
I’absence de la voie passant par la protéine CNP et le GMPc. La diminution moins

importante qu’en cas d’haploinsuffisance pourrait alors s’expliquer.

L’expression d’HDAC4 chez MC plus basse qu’en cas d’haploinsuffisance résulterait
d’une part de la perte d’un alléle du géene HDAC4 secondaire a la délétion 2937.1, et

d’autre part de I’absence de la seconde voie menant 8 HDACA.

76



Nous proposons donc le schéma suivant (figure 26):
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Figure 25 : Schéma récapitulant notre hypothése étiopathogénique.
Activation de HDAC4 par deux voies de signalisation : La voie de PTHrP
passant par Gsa et AMPc et la voie de CNP passant par GMPc¢
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CONCLUSION

Notre cas familial d’Ostéodystrophie Héréditaire d’ Albright (OHA) :

Nous a conduits a nous interroger sur la conduite a tenir devant ce tableau
cliniqgue. En effet, la délétion 2937 reste une étiologie peu connue de
pseudopseudohypoparathyroidie a I’heure actuelle, et est donc rarement
évoquée devant un tableau d’OHA. Elle est facilement identifiable puisqu’elle
associe a ce tableau clinique, une absence de résistance hormonale et une
activit¢ de la protéine Gso normale. Ces constatations nous ont amenés a
proposer un arbre décisionnel devant un phénotype d’Ostéodystrophie
Héréditaire d’Albright conduisant au diagnostic étiologique en fonction des

résultats biologiques.

Nous a amenés a réfléchir sur le mécanisme moléculaire responsable du
phénotype d’OHA dans la délétion 2q37 (non élucidé a I’heure actuelle).
L’hypothése d’une interaction entre la voie du CNP et de la PTHrP via HDAC4
dans le mécanisme de régulation de la croissance osseuse par ossification
endochondrale nous semble envisageable. Il serait intéressant de doser

I’expression de NPPC ou la protéine CNP chez nos deux patients.

Nous a permis d’établir une collaboration avec une équipe américaine (Pr Sarah
Elsea, Richmond, Virginie, USA) pour 1’étude de ce cas. En 2010, cette équipe
a identifié¢ HDAC4, localisé en 2937, comme géne responsable du phénotype
d’OHA (5). A partir des prelevements sanguins de MC et sa mére envoyés aux
USA, ont pu étre réalisées d’une part le dosage de ’expression d’HDAC4 et
d’autre part des lignées lymphocytaires qui permettront d’effectuer des études

complémentaires en biologie cellulaire et moléculaire.
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ANNEXES

ANNEXE 1 : Protocole de réalisation d’un carvotype standard

> Prélevement

Un échantillon de sang total est prélevé par ponction veineuse (minimum 1 a 2 ml) au

maximum 72 heures avant la mise en culture.

> Mise en culture

Apreés avoir agité les tubes de sang pendant 5 a 10 minutes, on ajoute la quantité de
sang nécessaire dans chaque tube de milieu de culture (synchro P). Les tubes sont
laissés en culture pendant 72h. On leur ajoute 100l de solution A 8 heures apres la
mise en culture et 100ul de solution B 17 heures apres la solution A. On effectue une

phase d’agitation par retournement 48h apres la mise en culture.
> Arrét

On ajoute un inhibiteur mitotique pour bloquer les cellules en métaphase, soit 1 goutte

de démécolcine par tube. On le laisse agir 30 minutes a 37° sur un portoir incliné.
» Choc

Aprés avoir centrifugé ce mélange pendant 12 minutes a 1200 tours/min, on aspire le
surnageant en laissant 1/2cm au dessus du culot. On ajoute alors une solution de choc,
qui crée un choc hypotonique, gonfle les cellules et disperse les chromosomes. Le tube

est ensuite incubé a 37° pendant 12 minutes.
> Préfixation

On ajoute 7 gouttes de fixateur (¥ méthanol, ¥ acide acétique), on agite par
retournements, on laisse au repos 2 minutes puis on centrifuge pendant 16 minutes a
1200 tours/min.
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> Fixation

On aspire le surnageant en laissant ¥2 cm au dessus du culot. Puis, apres avoir ajouté le
fixateur, le tube est placé au réfrigérateur pendant 15min, et enfin est centrifugé 20min

a 1200 tours/min. La fixation est répétée trois fois de suite.
> Etalement

Le sang est étalé dans un thermotron (enceinte thermostatée a température et
hygrométrie constante) a 23°C et sous 47% d’humidité. La suspension cellulaire est
tout d’abord diluée avec la solution de fixation. Ensuite, 2 gouttes de cette suspension

sont déposées sur une lame, qui est placée au congélateur jusqu’a la dénaturation.

» Dénaturation (le lendemain)

On rince la lame dans de I’eau bidistillée pendant 10 secondes avant de la placer dans
un bac d’earles pendant 1h05, a I’intérieur d’un bain-marie a 88°. La lame est ensuite

rincée a I’eau bidistillée a température ambiante.
» Coloration

On trempe la lame dans une solution de coloration (5ml de GIEMSA pour 200ml

d’eau) pendant 9 minutes, avant de la rincer a 1’eau froide.
» Lecture

La lecture est faite par informatique avec le logiciel GENIKON
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ANNEXE 2 : Protocole de marquage FISH

> Déshydratation

La lame de sang étalé¢ est déshydratée par 3 bains d’éthanol de 2 minutes chacun

(éthanol 70%, éthanol 85% et éthanol 100%).

» Dénaturation et hybridation

Une fois seche, la lame est déposée sur une plaque chauffante a 37°. On applique alors
2.5uL de sonde de marquage (ex : tel 2p, tel 2q) au niveau de la zone d’hybridation de
la lame, qui est immédiatement recouverte d’une lamelle de verre scellée avec du

« rubber cement ».

Dénaturation : La lame est placée sur une plaque chauffante a 73° pendant 3 minutes,
tout en restant cachée de la lumiére environnante, pour permettre la séparation des 2
brins d’ADN.

Hybridation : La lame est alors placée dans une chambre humide a I’intérieur d’un
incubateur a 37° pour une durée de 4h minimum. Ceci permet la fixation des sondes de

Mmarquage aux zones concernées.

» Post-hybridation : Lavage des lames

L’hybridation terminée et aprés avoir 6té le « rubber cement » et la lamelle, la lame est

trempée dans un bac de lavage Vysis n°1 dans un bain-marie a 73° pendant 2 minutes.

Apres le premier lavage, la lame est directement placée dans la solution de lavage
Vysis n°2 (SSC 2X/ NP-40 0.1%) a température ambiante pendant 5 secondes.

La lame est ensuite égouttée et laissée séchée a 1’air et a I’obscurité. Ce lavage permet

de rincer la sonde de marquage excédentaire et de ne laisser que celle fixée a I’ADN.
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» Contre-coloration

La lame séche est déposee sur une plaque chauffante a 37°. On applique 5ul de DAPI
IT Vysis sur la zone d’hybridation de la lame afin de marquer le reste de ’ADN avec

une autre coloration (ici bleue).

Recouvrir la zone avec une lamelle de verre.

> Interprétation

La lame est observée au microscope a fluorescence a I’objectif 60x a immersion.
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ANNEXE 3 : Protocole MLPA

» Préparation de ’ADN

L’ADN est extrait a partir d’amniocytes cultivés ou a partir de sang total selon la

séquence suivante :

-Lyse des cellules

-Elimination des protéines

- Elimination des autres acides nucléiques (ARN...)
- Concentration de I’ADN par précipitation a I’alcool

On commence en général par une lyse des cellules, consistant en un broyage, suivi
d’une extraction par des détergents qui vont disperser les bicouches lipidiques des
membranes et dénaturer les protéines, et en particulier celles qui sont associées a
I’ADN dans la chromatine. La solution obtenue est en général trés visqueuse, car
I’ADN ainsi libérée forme de trés longs filaments qui s’opposent aux écoulements

hydrodynamiques.

L’étape suivante est la déprotéinisation de la solution qui se fait par une extraction au
moyen de solvants organiques, en général du phénol additionné de plus ou moins de
chloroforme. Les protéines dénaturées forment un précipité a 1’interface phénol-eau,
tandis que I’ADN reste en solution dans la phase acqueuse qui est récupérée par

décantation ou par centrifugation.

L’ADN est ensuite précipité par addition d’éthanol ou d’isopropanol dans la phase
acqueuse, collecté par centrifugation et dissous dans du tampon. Pour éliminer les
traces de phénol et d’autres contaminants, on peut enfin pratiquer une dialyse ou une

étape de purification par chromatographie.
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La concentration sera ajustée a 10 a 20 ng/pl avec du TE (10 mM Tris-HCI pH 8,2 et 1

mM EDTA). La concentration minimale pour réaliser la technique doit étre de 10

ng/pl.
» Technique de MLPA
»  FEtape d’Hybridation
Denaturation & hybridisation *— PCR primer sequence X
PCR primer 5 \ -— i:if:e;;:::er:e [different for
sequence Y "“*-.__Hybridizatiun’,x )
SEqUEence
5 ’l 5’
3 Target & 5 3 Target B g

-Dénaturation de I’ADN a 95°C pendant 5 minutes dans un thermocycler
-Hybridation des sondes sur I’ADN cible a 1’aide d’un master mix (tampon de MLPA

et mélange de sondes, probemix) a 60°C pendant une nuit dans un thermocycler.

= Etape de Ligation

Ligation X
5 o The two parts of each probe hybridize to
adjacent target sequences and are
' ligated by a thermostable ligase.

3 Target A

3 Target B 5

Etape de ligation a 1I’aide du MIX DE TAMPON DE LIGATION (ligase-65 buffer
A, tampon de Ligase-65 buffer B, ligase-65).

La ligation a lieu a 54°C dans un thermocycler pendant 15 minutes.
»  Etape d’Amplification

Des amorces universelles sont utilisées pour amplifier les sondes liées. Chaque

produit d’amplification a une longueur unique (130 a 480 bp).
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PCR
All probe ligation products are amplified by PCR using only one primer pair.

Y e ¥ ® The amplification product of each
probe has a unigue length (130-480
5! 3. 5! 3! l'lt].

L’amplification des sondes d’ADN hybridés et liees a lieu avec un mix de PCR
(SALSA PCR buffer, SALSA PCR-primers, SALSA Enzyme dilution, SALSA

polymérase) sur un thermocycler selon la procédure suivante :

-35 cycles : * Dénaturation a 95°C pendant 30 secondes

* Hybridation a 60°C pendant 30 secondes
* Elongation a 72°C pendant 60 secondes

-Elongation finale a 72°C pendant 20 minutes

-Fin de la réaction a 4°C pendant

> Séparation des produits de PCR par électrophorése capillaire

sur séguenceur

Les séquenceurs disponibles au CHU de Limoges sont des systemes d’Applied

Biosystems (ABI): ABI-3130XL Genetic Analyser (16 capillaires) et ABI-310

Genetic Analyser (1 capillaire).

Le marquage des amorces du kit est de type SALSA 6-FAM PCR primer-dNTP mix.

= Préparation des produits de PCR

Les produits de PCR (amplification) sont mélangés a un contrdle interne de taille

(ROX-500) et de la formamide désionisée. Les échantillons sont dénaturés.
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= Electrophorése capillaire sur séquenceur

- Pour ABI-3130XL Genetic Analyser (16 capillaires)
- Pour ABI-Prism 310 Genetic Analyser (1 capillaire)

Les conditions de I’¢électrophorése dépendent du type de séquenceur utilise.

» Analyse des profils de MLPA

= Exportation et analyse des données avec

« GeneMapper »
-Exportation des données du séquenceur selon la procédure recommandée par MRC-
Holland
-Analyse des données brutes grace au logiciel « Gene Mapper » disponible au CHU de
Limoges
-Exportation des données analysées par « Gene Mapper »
= Validation analytique : analyse de
[’électrophorégramme
-Vérification de la qualité de 1’¢lectrophorese capillaire en analysant les controles de
qualité interne de quantit¢é d’ADN (fragments de 64, 72, 76, 82 pb) et de la
dénaturation (fragments de 88, 92 et 96 pb).
-Analyse de la hauteur des pics. Chaque pic correspond a un couple de sondes
amplifié.
= Validation biologique : analyse avec excel
-Normalisation de I’aire et de la hauteur des pics
-Comparaison des hauteurs et des aires de pics des échantillons analysés a des pics
controles. Des rapports sont établis et la différence relative de la hauteur ou de 1’aire
des pics suggere des délétions ou amplification de la région cible. Une amplification
est révélée par un rapport > 1,25. Une délétion est suggérée par un rapport < 0,7.

-Les résultats obtenus sont visualisés sur un graphique excel.
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» Avantages et inconvenients de la MLPA

= Avantages

-Analyse de 45 séguences génomiques en une seule réaction

-Nécessite seulement 20 ng d’ADN

-Met en évidence des changements d’un seul nucléotide dans la s€quence
-La technique ne nécessite qu’un thermocycler et qu’un séquenceur
-Résultat disponible en 24 heures

-Les réactifs sont stables

= |nconvénients

-Les résultats dépendent de la qualité des échantillons.
-MLPA ne peut pas détecter les triploidies

-MLPA ne peut pas détecter les translocations équilibrées
-MLPA n’a pas de certificat SO, ni CE
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ANNEXE 4 : Protocole CGH

La CGH est une technique de cytogénétique permettant d’analyser les variations du

nombre de copies dans ’ADN.

» Marquage des sondes

L’ADN du patient étudié¢ et d’un patient sain de méme sexe sont extraits puis marqués
par des fluorochromes. L’ADN de notre patient est marqué en vert par la fluorescéine

et I’ADN du patient sain est marqué en rouge par la rhodamine.

Les sondes sont mélangees ensuite avec de I’ADN cot-1, qui permet de supprimer les

séquences répétitives d’ADN, et une polymérase qui permet de produire des fragments

de 0.6 a 3kb.

> Hybridation

Le mélange d’ADN marqué est mis a hybrider sur des métaphases de sujet normal de
méme sexe. L’ADN marqué en vert et en rouge va alors s’hybrider de facon

compétitive avec I’ADN métaphasique :

- Si le nombre de copies est augmenté, la sonde de notre patient s’hybridera
préférentiellement et le segment de chromosome apparaitra en vert.
- Si le nombre de copies est diminué, la sonde du patient sain s’hybridera
préférentiellement et le segment de chromosome apparaitra en rouge.
- Si le nombre de copies n’est pas modifi¢, les deux sondes s’hybrideront en
quantité équivalente et le segment de chromosome apparaitra en orange.
> Detection

La fluorescence est ensuite détectée par un microscope a épifluorescence et quantifiee

par analyse d’image quantitative.

Cette technique est capable de détecter des pertes ou des gains du nombre de copie

d’ADN au niveau des chromosomes. En 2006, les référentiels indiquaient pour la
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sensibilité qu’il fallait des régions de 5 a 10 Mb pour détecter la perte d’une seule

copie. En revanche, la détection d’une amplification était possible a partir de 1 Mb.
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ANNEXE 5 : « CGH array »

La « CGH array » ou puce d’hybridation génomique comparative est une technique de
cytogénétique sur puces permettant d’analyser les variations du nombre de copies dans
I’ADN. Cette technique permet une analyse a plus haut débit et a plus grande

résolution que la technique d’hybridation génomique comparative.

Dans la « CGH array », les chromosomes en métaphase sont remplaces par des
oligonucléotides fixés sur une puce. Ces oligonucléotides sont produits par clonage sur
bactéries, par transcription inverse d’ARNm (ADNc) ou par synthése in situ. Il est
ainsi possible de déposer plusieurs milliers de sondes sur une puce, chaque sonde

dérivant d’un gene connu du génome.

Les puces permettent la détection des microdélétions ou des amplifications pour des
segments d’ADN a partir de 5 a 10 kb.
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PSEUDOPSEUDOHYPOPARATHYROIDIE ET REGION CHROMOSOMIQUE 2g37 :
A PROPOS D’UN CAS FAMILIAL

Introduction : Le phénotype d’Ostéodystrophie Héréditaire d’Albright (OHA) est présent dans la
pseudohypoparathyroidie de type la (PHP1a) et la pseudopseudohypoparathyroidie (PPHP). Dans la majorité
des cas de PHP1a et de PPHP, les patients atteints présentent une mutation du géne GNAS1. Cependant, dans
certains cas, les patients présentant une PPHP n’ont pas d’anomalie du géne GNAS1 mais une délétion 2937.

Patients et méthode : Nous rapportons un cas familial d’OHA. La mére est porteuse d’une translocation
réciproque équilibrée (2;10). Le fils présente la méme translocation réciproque mais déséquilibrée, responsable
d’une monosomie partielle 2q et d’une trisomie partielle 10q. Nous avons tenté de localiser le point de cassure en
2q afin d’identifier le gene pouvant étre responsable du phénotype d’OHA.

Résultats : La CGH-array a identifié le point de cassure de la translocation en 2g37.1 sur le géne DIS3L2. Ce
géne est a proximité du géne NPPC qui code pour la protéine CNP impliquée dans 1’ossification endochondrale.
En 2010, Williams et al. ont identifié le gene HDAC4, localisé en 2937.3, comme responsable du phénotype
d’OHA. HDAC4 a un rdle régulateur sur la croissance osseuse en inhibant I’hypertrophie des chondrocytes.
Cependant 1’expression du géne HDAC4 est effondrée chez MC (20 %) et abaissée chez la mere de MC (65 %).

Conclusion : Nous émettons 1’hypothése d’une interaction entre la voie du CNP et de PTHrP via HDAC4 dans
le mécanisme de régulation de 1’ossification endochondrale. Des études complémentaires sont nécessaires pour
explorer cette éventuelle convergence de deux voies métaboliques sur le gene HDAC4.

Mots-clés : Pseudopseudohypoparathyroidie, 2q37, Ostéodystrophie Héréditaire d’Albright, HDAC4, NPPC,
CNP

PSEUDOPSEUDOHYPOPARATHYROIDISM AND CHROMOSOME REGION 2q37:
ABOUT A FAMILIAL CASE

Introduction: AHO phenotype is present in pseudohypoparathyroidism la (PHP 1a) and
pseudopseudohypoparathyroidism (PPHP). In most of the cases of PHP la and PPHP, patients have a gene
GNAS1 mutation. However, some have PPHP without gene GNAS1 mutation but are carrier of a 2937 deletion.

Patients and method: We report on one familial case of AHO phenotype. The mother is carrier of a balanced
translocation (2;10). The son has the same translocation but unbalanced that led to monosomy for the distal 2q
and trisomy for the distal 10q. We tried to locate the breakpoint in 2q to identify the gene eventually involved in
AHO phenotype.

Results: CGH-array identified the breakpoint in 2g37.1 on the gene DIS3L2. This gene is located in the
proximity of the NPPC gene who is coding for CNP protein that regulates endochondrale bone growth. In 2010,
Williams et al. identified the gene HDAC4, located in 2q37.3, as causative of AHO phenotype. HDAC4 regulates
bone growth by inhibiting chondrocytes hypertrophy. However, MC’s gene HDAC4 expression is severely
reduced (20 %) and so his mother’s expression but less (65 %).

Conclusion: We hypothesize an interaction between the pathways of the CNP and of the PTHrP via HDAC4 in
the endochondral bone growth regulation. Additional works would be necessary to study the eventual
convergence of these two metabolic pathways on HDAC4 gene.

Keywords: Pseudopseudohypoparathyroidism, 2q37, Albright Hereditary Osteodystrophy, HDAC4, NPPC,
CNP
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