lIl/S MINI-SYNTHESE

médecine/sciences 1999; 15: 999-1002

Syndromes de déletion en 22q11:
fin d’enquéte en vue?

n I'a vu ici-méme il y a peu

(m/s 1999, n°1, p. 129), 1a ques-

tion lancinante du ou des
genes responsables des manifesta-
tions cliniques associées a des délé-
tions hétérozygotes du bras long du
chromosome 22 n’est pas résolue.
Une publication récente [1] projette
cependant un éclairage tout a fait
nouveau sur le paysage. Rappelons
que le syndrome de DiGeorge et
d’autres maladies par haplo-insuffi-
sance qui en sont cliniquement
proches, tel le syndrome vélo-cardio-
facial (m/s 1999, n°1, p.129), asso-
cient des malformations d’organes et
de tissus — coeur et gros vaisseaux, thy-
mus, glandes thyroide et parathy-
roides, face et voile du palais — qui,
embryologiquement, sont issus de cel-
lules de la créte neurale dans la
région rhombencéphalique posté-
rieure [2]. Ces syndromes s’observent
le plus souvent de facon sporadique,
mais aussi dans de petites familles ou
la transmission s’effectue sur le mode
autosomique dominant et s’accom-
pagne d’une expressivité variable.
Plus de 80 % des malades, et environ
un nouveau-né sur 4000, présentent
une délétion interstitielle d’environ
3 millions de paires de bases dans la
région chromosomique 22q11.2.
Cette région communément délétée
a été I'objet de recherches acharnées
qui ont permis d’isoler différents
genes par clonage positionnel. Puis,
sa séquence nucléotidique ayant été
entierement déterminée, plusieurs
nouveaux geénes ont été identifiés par
analyse de la séquence génomique.
C’est un catalogue de plus de vingt-
cinq genes, réduits a une seule dose
chez la grande majorité des malades,
qui fournit la liste des principaux
«suspects ». L’approche classique
pour les «interroger» consiste a exa-
miner pour chacun de ces candidats
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son profil d’expression au cours du
développement embryonnaire et sa
fonction présomptive. Selon le résul-
tat de ces investigations, une invalida-
tion de ’homologue murin est tentée
dans 'espoir d’obtenir — et de préfé-
rence a I’état hétérozygote — un phé-
notype proche des syndromes décrits
chez I’homme. Cette démarche,
lourde, n’est pas sans déception:
ainsi, le géne GSCL (goosecoid-like), qui
apparaissait comme un candidat tres
sérieux du fait de son profil d’expres-
sion chez ’embryon de souris et de sa
ressemblance avec un géne important
dans le développement de I’embryon
de xénope, semble maintenant hors
de cause puisque son invalidation,
méme homozygote, s’est avérée sans
conséquence sur le déroulement de
I’embryogenese [3, 4].

Au sein des cardiopathies congéni-
tales — une des causes majeures de
mortalité foetale et néonatale — les
malformations dites cono-troncales
résultent de défauts affectant les cel-
lules de la créte neurale «car-
diaque », c’est-a-dire celles qui vont
contribuer au développement du
coeur et des gros vaisseaux de la base
du coeur. Qu’elles soient observées
isolément ou dans le cadre d’un syn-
drome de délétion en 22ql1, ces mal-
formations congénitales pourraient
résulter de mécanismes moléculaires
communs [5] qui impliqueraient di-
vers facteurs de transcription
(figure1). Le gene HOX-A3 qui appar-
tient a la famille HOX, une famille
de génes essentiels pour I’embryoge-
nese [6], code pour une protéine a
homéodomaine qui est exprimée
dans les cellules originaires de la
créte neurale dans la région des troi-
sitme et quatrieme arcs branchiaux.
L’invalidation homozygote du géne
HOX-A3 - I'une des premiéres a avoir
été pratiquées — avait produit des

souriceaux qui mouraient peu apres
la naissance avec un syndrome tout a
fait comparable au syndrome de
DiGeorge [7], mais le géne homo-
logue humain, localisé sur le chro-
mosome 7, ne semble impliqué dans
aucune maladie. Le géne PAX3 code
pour un autre facteur de transcrip-
tion 2 homéodomaine ; il est impli-
qué dans des malformations dues a
des défauts des dérivés de la créte
neurale. Une haplo-insuffisance de
PAX3 est associée aux types I et III du
syndrome de Waardenburg (m/s
1995, n°1, p. 133) chez 'homme et
le géne murin est délété dans les
souches murines mutantes naturelles
splotch ; chez ce rongeur, la délétion
homozygote est létale au jour
embryonnaire 13,5, les embryons
montrant une forte diminution du
nombre de cellules de la créte neu-
rale cardiaque [8]. D’autres invalida-
tions homozygotes (figure 1B) produi-
sent des effets semblables. Des souris
qui n’expriment pas un petit peptide
sécrété, I'endothéline-1 (ET-1) — que
I’invalidation porte sur le géne
codant pour son précurseur [9], ou
celui codant pour la protéase de
maturation [10] — montrent des
interruptions de la crosse aortique,
des anomalies des artéres sous-
clavieres et d’autres anomalies de la
région cono-troncale (m/s 1995, n°8,
p. 1172). L'invalidation du gene ET),
qui code pour le récepteur hepta-
membranaire d’ET-1 reproduit le
méme type de malformations cardio-
vasculaires [11]. A I'opposé des sou-
ris PAX37~, les souris dont le systéme
endothéline-1 a été inactivé ne mon-
trent pas de défaut de migration des
cellules de la créte neurale car-
diaque, ce qui place la voie de signa-
lisation ET-1/ ET, a une étape posté-
rieure dans la cascade moléculaire de
I'organogenese cardiaque (figure 1B).
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Figure 1. Quelques molécules intervenant dans le devenir de la créte neurale
rhombencéphalique. Les protéines indiquées en noir ont été impliquées dans
la migration ou la différenciation des cellules de la créte neurale ; celles indi-
quées en rouge, sont produites a partir de la région en 22q11.2 communé-
ment délétée dans le syndrome de DiGeorge et le syndrome vélo-cardio-
facial. Les rectangles signalent que la délétion homozygote des genes
indiqués entraine des malformations dans les dérivés de la créte neurale,
comparables a celles des syndromes de délétion en 22q11.2, les losanges
qu’une interaction protéique directe a été démontrée. Les régulateurs trans-
criptionnels sont sur fond rose. A. L’homéogéne Hox-A3 est exprimé dans la
région des troisieme et quatrieme arcs branchiaux. Pax-3, un autre facteur de
transcription & homéodomaine, intervient dans la phase de migration des
cellules de créte neurale; il interagit directement avec Hira [30], une protéine
susceptible comme ses homologues de levure de régler la transcription via
un impact sur la chromatine [32]. B. Dans la phase postmigratoire, I'interac-
tion ET-1/ET, induit I'expression du géne dHAND (et de eHAND qui n’est pas
représenté ici). L’expression du géne UFD1L dépend a son tour de l'activité
du facteur de transcription dHand [1].

Ce sont des recherches fondamen-
tales menées a 1I’Université du Texas
(Dallas, TX, USA) qui débouchent
aujourd’hui sur un épisode supplé-

[12], ce qui place dHAND en aval du
systeme ET-1 (figure 1B). Chez les sou-
ris recombinantes dHAND”~, des ano-
malies des cellules de la créte neurale

mentaire, mais peut-€tre capital, de
ce long feuilleton. En tentant de clo-
ner de facon systématique de nou-
veaux facteurs de transcription de
type basique-hélice-boucle-hélice,
Olson, Srivastava et leurs collegues
avaient isolé les génes dHAND et
e¢HAND qui jouent tous deux un role
critique dans la morphogenése car-
diaque (m/s 1998, n°6/7, p. 802). Le
gene dHAND est normalement
exprimé a proximité immédiate des
sites d’expression de ’endothéline-1
dans les arcs branchiaux et son
expression est diminuée chez les sou-

s 1is ne produisant pas d’endothéline-1
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cardiaque produisent une insuffi-
sance cardiaque létale a 10,5 jours de
vie embryonnaire avec des malforma-
tions cardiovasculaires proches de
celles observées dans le syndrome de
DiGeorge [13]. Cette découverte a
poussé Srivastava et ses collegues a
rechercher des cibles potentielles de
la protéine dHand. Pour ce faire, ils
ont appliqué une technique d’hybri-
dation soustractive qui leur a permis
de cloner des ADNc représentatifs de
genes exprimés chez les souris sau-
vages a 9,5 jours de vie embryonnaire
mais pas chez les souris dHAND”~ du
méme age [1]. Parmi les cibles qu’ils

ont identifiées figure UFDIL dont le
profil d’expression recoupe celui de
dHAND, en particulier dans la région
des arcs branchiaux et des arteres des
arcs aortiques [1, 14]. Or, UFDIL est
I'un des genes systématiquement
réduits a ’hémizygotie chez les
malades porteurs de la délétion com-
mune en 22qll, ce qui le mettait
immédiatement sous le feu de la
rampe. Un indice supplémentaire
renforce les soupcons qui pesent
désormais sur UFDIL: en effet, analy-
sant la structure du géne chez des
malades syndromiques sans délétion
apparente, Srivastava et ses collegues
ont identifié une délétion de 20kb
qui avait emporté les trois premiers
des douze exons du geéne UFDIL
chez un nouveau-né présentant un
syndrome de DiGeorge typique [1].
Quelle est la fonction du produit de
ce gene ? Chez Saccharomyces cerevi-
siae, la protéine homologue Ufdlp
(elle présente 33 % de résidus iden-
tiques avec la protéine humaine) est
nécessaire a la viabilité de la levure et
elle est impliquée dans la voie de
dégradation des protéines ubiquitiny-
lées. Il faut maintenant patienter
pour savoir si, chez les mammiferes,
la fonction primordiale de la pro-
téine Ufd1l réside également dans la
dégradation des protéines via le pro-
téasome et surtout si un défaut de
production de cette protéine — déficit
pour lequel on pourrait imaginer un
effet extrémement pléiotropique —
peut réellement rendre compte de
Papparition d’anomalies dans un ter-
ritoire embryologique relativement
restreint. Nul doute que I’invalida-
tion du géne murin est déja en cours
de réalisation et que l’état des
embryons hétérozygotes UFDIL'/-
sera examiné avec une attention
extréme.

Un geéne du syndrome de DiGeorge
a-til enfin été identifié ? Dans I’édi-
torial de Science qui accompagne
cette publication [15], comme dans
le commentaire publié dans Nature
Genetics [16], les exclamations restent
modérées. Certes, une cascade molé-
culaire comprenant ’endothéline-1,
son récepteur membranaire ET, et
I’activation du gene UFDIL semble
établie (figure 1B). Mais est-ce bien la
toute la réponse ? La recherche de
mutations du gene chez d’autres
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malades sans délétions bat son plein,
sans succes jusqu’a présent. Une cer-
taine prudence reste donc de mise ;
d’autant que, chez cette malade
unique, la délétion a également
emporté la partie 5° du gene adja-
cent, le géne CDC45L (figure 2).
CDC45L est I’homologue chez
I’homme d’un géne essentiel pour le
démarrage de la réplication de
I’ADN dans la levure S. cerevisiae [16].
Il faut aussi rappeler que la délétion
affectant UFDIL n’est pas le premier
exemple de réarrangement chromo-
somique observé dans la région
22ql1 en association avec un phéno-
type DiGeorge, puisqu’ont précédem-
ment été clonés les points de cassure
de deux translocations équilibrées
impliquant cette région chez des
malades présentant un phénotype
DiGeorge au moins partiel et en
I’absence de microdélétion. Les
résultats de ces clonages n’ont en
définitive apporté de données
convaincantes ni dans le premier cas
(translocation transmise dans la
famille ADU) ou aucune protéine
anormale ne semble avoir résulté de
la translocation [18-20], ni dans le
second cas malgré I'identification, au
point de cassure sur le chromo-
some 22, du géne CLTD qui code
pour une protéine semblable a la
chaine lourde de la clathrine [21].
Par ailleurs, le phénotype DiGeorge
pourrait également s’observer en
association avec une microdélétion
intéressant un fragment différent de
la région 22qll, situé en position
plus télomérique et sans aucun che-

vauchement avec la délétion habi-
tuelle [22].

Si les syndromes de délétion en
22ql1 sont réellement des syndromes
de genes contigus [23], I'examen des
genes situés en position immeédiate-
ment centromérique — a moins de
50kb — par rapport a UFDIL/ CDC45L
(figure 2) pourrait apporter d’autres
informations. Le géne HIRA que
nous avons caractérisé [24, 25] et le
gene NLVCF [26] voient leur trans-
cription débutée a moins d’'un kilo-
base I'un de l'autre. Ils partagent
entre eux, et avec UFDIL, un profil
d’expression assez semblable au cours
de I'embryogenese. HIRA, en outre,
est exprimé dans les cellules de la
créte neurale cardiaque [27, 28]. 11
apparait donc que plusieurs genes
situés dans un fragment de plusieurs
centaines de kilobases de cette
région du chromosome 22q pour-
raient étre soumis a une régulation
transcriptionnelle commune au
cours de I’embryogenése [29], peut-
étre du fait d’une structure particu-
liecre de la chromatine dans cette
région. Par ailleurs — est-ce une coin-
cidence ? - la protéine Hira forme
un complexe avec le facteur de trans-
cription Pax3 (figure 1A) et on peut
les co-immunoprécipiter a partir
d’explants de créte neurale [30].
Chez 'embryon de poulet, une tech-
nique classique d’exploration de la
créte neurale consiste a procéder a
des ablations expérimentales. Une
telle expérience, appliquée a la créte
neurale thombencéphalique, repro-
duit les anomalies du syndrome de

HIRA
=

NLVCF
=

CEN ==

UFD1L CDC45L
-

=
TE|"

Figure 2. Partie de la réegion communément réduite a I’'hémizygotie dans les
syndromes de délétion en 22q11.2. Ce fragment génomique d’environ
250 kilobases contient les genes HIRA, NLVCF, UFD1L et CDC45L dont les trois
premiers ont une expression, réglée au cours de I'embryogenése, évocatrice
des anomalies observées chez les malades syndromiques. La taille des rec-
tangles reflete celle des génes. Les quatre génes sont transcrits (fleches noires)
de facon divergente, deux & deux, a partir de courtes régions 5" communes.
Les fléches rouges indiquent la position approximative des extrémités de la
délétion de 20 kb observée dans un cas unique de syndrome de DiGeorge [1].
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DiGeorge. Si on procede maintenant
a des expériences d’atténuation
d’expression du gene HIRA en mani-
pulant des cellules de créte neurale
d’embryons de poulet ex ovo avant de
les réimplanter dans I’animal non
traité, on obtient un taux élevé de
persistance de tronc artériel com-
mun [31], I'une des principales mal-
formations cardiaques dans les syn-
dromes de délétion en 22qll.
L’invalidation en cours du gene
HIRA, dont les résultats ne sont pas
encore disponibles, sera évidemment
intéressante a examiner dans le
détail.

Ainsi, il se pourrait bien que le géne
UFDIL ne soit qu'un des coupables
dans une association de genes malfai-
teurs localisés a proximité I'un de
I’autre sur le chromosome 22 et dont
chacun porterait un degré de respon-
sabilité dans la genése du syndrome
de DiGeorge et des autres syndromes
de délétion en 22qll. Cependant, a
la différence d’autres syndromes de
genes contigus comme le syndrome
de Williams ou le syndrome de Lan-
ger-Giedion, dans lesquels il est clai-
rement possible de relier les diffé-
rentes anomalies observées a la perte
de tel ou tel géne [23], la situation
reste ici encore confuse et un com-
plément d’enquéte s’impose B
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