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RESUME

_ Nous avons ¢étudié I’empreinte génomique, phénomeéne de régulation

épigénétique, en relation avec le Syndrome de Beckwith-Wiedemann (BWYS)
(macrosomie pré- et postnatale) et le Syndrome de Turner (TS) (monosomie compléte
ou partielle du chromosome X).

Plusieurs défauts génétiques en 11p15.5 ont été décrits dans le BWS. Nous
¢mettons I’hypothése que des altérations épigénétiques au centre de controle de
Pempreinte BWSIC1 peuvent expliquer la discordance phénotypique du BWS chez une
paire de jumelles monozygotiques (MZ). Le génotypage de sites polymorphiques a
confirm¢ la monozygosité prédite par I’examen histologique du placenta. Aucun
réarrangement chromosomique ou isodisomie paternelle en 11p15.5 n’a été trouvé. Une
methylation biallélique au BWSIC1, évaluée par séquengage au bisulfite, a été
uniquement observé chez la jumelle BWS. Nos résultats constituent la premiére
démonstration d'une divergence des profils de méthylation en BWSIC1 chez des
jumelles MZ discordantes pour le BWS et suggérent une étiologie & cette discordance.

Un réle de ’empreinte dans le TS est suggéré par la prévalence plus élevée du
caryotype 45, X™. Notre étude vise & déterminer si I'origine parentale du chromosome
X intact influence le poids et la taille (2 la naissance et adultes), la réponse au traitement
a I’hormone de croissance et la présence de troubles auditifs neurosensoriels (N=108
patientes). Le génotypage de 11 microsatellites hautement polymorphiques, nous a
permis de confirmer I’origine parentale de 1’X en respectant un pouvoir de
discrimination <0,001 (patientes X™) versus <0,01 (patientes X"). Nos résultats
préliminaires démontrent la prédominance de 1.4 fois du X™ sur le XP* (n=22). Une
fois I’analyse des échantillons complétée (étude pan-canadienne en cours), nous
vérifierons statistiquement 1’existence d’une relation entre certains traits phénotypiques

et I’origine parentale du chromosome X.!

' Mots clés: épigénétique, méthylation, origine parentale, chromosome 11,

chromosome X, jumeaux monozygotiques, microsatellites, GH, IGF2, H19.
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ABSTRACT

Our research entailed the study of genomic imprinting in relation to the
Beckwith-Wiedemann syndrome (BWS) (pre and postnatal macrosomia) and Turner
syndrome (TS) (complete or partial chromosome X monosomy).

BWS maps to 11p15.5, where multiple abnormalities have been described. We
hypothesized that epigenetic phenomena at the imprinting center BWSICl or BWSIC2
could explain the phenotypic discordance for BWS seen in our monozygotic girl twin
pair. Monozygosity, based on placental histopathology, was confirmed by analysis of
multiple polymorphic sites. No evidence was found for chromosomal rearrangements or
paternal uniparental disomy. Biallelic methylation at BWSIC1, evaluated by bisulfite
sequencing, was observed only in the affected twin. This is the first demonstration of
divergent methylation profiles at BWSIC1 in MZ twins discordant for BWS, and
suggests that epigenetic modifications may be responsible for the observed discordance.

The higher prevalence of the 45,X™" karyotype in TS suggests a possible role of
genomic imprinting. In order to evaluate the influence of parental origin of the X
chromosome on birth weight and length, final height and weight, effect of growth
hormone therapy on accrued height, and frequency of sensorineural hearing defects
(N=108), 11 highly polymorphic microsatellites were sudied for use in genotyping
patients with TS and their mothers. Parental origin of intact X chromosomes was
confirmed using a power of discrimination <0,001 (X™" patients) versus <0,01 (X
patients). To date, X™ has been found 1.4 times more frequently then XP* (n=22). The
statistical importance of the parental origin of chromosome X with respect to the above
described phenotypic traits will be evaluated once genotyping of all samples is complete

(pan-Canadian study in progress).’

! Key words: genomic imprinting, Beckwith-Wiedemann syndrome, Turner syndrome,

epigenetic, methylation, chromosome X, monozygotic twins, GH, IGF2,

H19.



TABLE DES MATIERES

Identification U JULY .....ccccovviininireniiicee ettt ii
RESUIME ..ottt e e e e e e st e s s e st e et e e e i
ADSEIACE oottt e e e e e et et e et e e e et oot e s v
Table dES MALIETES ...ecveviiiiieiieicee ettt r e e e e e e e e e ene ot oo \Y
LiSte deS tADIEAUX ...viiviieiiciiiricie ettt e e e ee e eee e e s e e et X
LiSte des fIGUIES ......c.cooioiiiiicici ettt e X1
LiSte des SIIES ...oviiiieiiiiiieer ettt ettt e Xiii
Liste des aDIEVIALIONS ......cceevuieuierieeicieeeceeieer ettt ee e e s et e e e e eee e e e Xiv
REMETCICIMENLS ...o.vveitieiiiieiiictie ettt et seve e e e e s ee e e s eeneesss e s e esse e Xviil

CHAPITRE 1: CONCEPT D’EMPREINTE GENOMIQUE

L1, DEFINITION ...occiviiiininirinininreiiesesseseseseae s ssseeess et eseeseeeseesessssesesasessessseoes 3
1.2. ONTOGENESE ET PROGRAMMATION EPIGENETIQUE .......ccoocvvvveveeemirererann. 8
1.3.  MECANISMES MOLECULAIRES ......cococviueiuieruitereteriessiesenseseeneseseseseess e, 10
1.3.1. Méthylation différentielle de ’ADN .................cccoooeveevevereererersrernn, 11
1.3.1.1. GEREFAIILES .....ovoeveeesieeeeeeceeeeeeeeeeeeeseeeeeee e e s eee s 11

1.3.1.2.  MEthyltransférases ........ouuumvueeeeeevriseereeeeeeseseesenns 12

1.3.2. Autres facteurs épigénétiques de régulation ................................. 14
1.3.2.1.  Protéines de liaison aux CpG méthylés ..........uueueun..... 14

1.3.2.2  Déacétylation des RiStONES ............cooovereerceeeeeeeeererererrernnn, 15

1.3.2.3. HEtEroChrOMALINE .......c.ocueeuvereeeeeeeiseeeeeieceeeeeeeeeerereresenann 16

1.3.2.4.  ARN non codants et QtiSENns ...........coowevceeeeeeeevererereeeranns 17

1.3.2.5.  Eléments de frOntiere ..........cuveeeeeveeeeeeeereeeeeeescsesnnenns 19

1.4, ANALYSE EVOLUTIVE .....ccoviiiiiiiiinieinieeteeserese ettt e ee e eeeeseeresesase e 20
1.5, INTERETS EVOLUTIFS ...ccoovevivivireeeieeniteieeereeeeeeseeeeeeeeeeesessenes SRR 21
1.5.1. Théorie du conflit parental .......................cocoveeeveviuvvneeeereeeeersirenn, 22

1.5.2. Maintien de la reproduction sexuée ...................cc.cocoocvvveveeerervvvnnnn., 23

1.5.3. Défense de I’organisme ...................ocoveeeereueeioeeeoieeieeeeeseneeennn, 23

1.5.4. Hypotheéses diverses ..............uiveveceieeeeeeriiereeieeeeeeseeeseeseeseenn, 24



- 1.6.

Vi

CONSEQUENCES CLINIQUES ......ocvoviuietieeeeeeieeeeeeeeeeeseeseessseseesesessesssesssssnsons 25

CHAPITRE 2: EMPREINTE GENOMIQUE DANS LE CONTEXTE DE

2.1.

2.2.

JUMELLES MONOZYGOTIQUES DISCORDANTES POUR LE
SYNDROME DE BECKWITH-WIEDEMANN

REVUE DE LITTERATURE ......cccovtetriririnininieririteteessessse s eseessssss s st snseeesnssenas 28
2.1.1. Caractérisation clinique du BWS ...............ccoovvemeeeeeeeeeererereerennn, 28
2.1.2. Génétique du BWS ...........ccoocivmieeeieeierieeeeeee et 30
2.1.2.1.  Mode de transmiSSion .............coeceeveevivceveeeeeeereeeeereeeerenen, 30
2.1.2.2.  Organisation moléculaire du chromosome 11pl5.5 ........... 32
2.1.2.2.1.  Genes candidats .........ccoceeerevvieeniiiieeeeeenn 34
2.1.22.1.10 IGF2 i 34
2.1.22.1.20 HI19 oo, 35
2.1.2.2.1.3. pSTN2 e, 36
2.1.2.2.1.4. KVLQT1 et LIT1 ...ccovvuervnenne. 37

2.1.2.2.2. Régions de réarrangements chromosomiques
BWSCR) .ottt 39
2.1.2.2.3. Centres de contrdle de I’empreinte ................... 39
2.1.2.2.3.1. BWSICI ..o, 40
2.1.2.2.3.2. BWSIC2 ..o 41

2.1.2.3. Pathogenése moléculaire du BWS: Interactions des divers
ELEMents réGUIALEUTS .........ccoeeeevereierereeee e 42
2.1.3. Corrélations génotypes-phénotypes/épigénotypes-phénotypes .......... 45
2.1.4. Discordance entre jumeaux monogygotiques .....................oun...... 47
MATERIEL ET METHODES .......ccocovteuiiiriiiieneseesessese e sensses s seenes 51

2.2.1. Patientes G DIEIUAE .............o..eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo oeeeeeee oo, 51



2.3.

24.

vii

2.2.2. Confirmation de I’état de zygosité des jumelles ........................... 53
2.2.2.1. Génotypage du locus 11p15.5 ..........oeeeeeeeemeeeererersreennnn, 54
2.2.2.2.  Génotypage du cChromoSome 7 ...........ccuceeeeeeemreresveresranns 55
2.2.2.3.  Génotypage du chromoSOmMe X ..........cceceeeeveeervrereeoserersninn. 56

2.2.3. Analyse des différences de méthylation de la région bis 2 ............ 56
2.2.3.1.  Traitement au BiSUIfITE .........ocoeueeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeesesessereerann 56
2.2.3.2. PCRde larégion bis2 ........uceeeeeeeeeeeeeeeeereeeesnennnn 57
2.2.3.3.  Séquencage du produit de PCR ..........ccooeoevceererererersrrnnn 58
2.2.3.4. Clonage et séquengage des produits de PCR bis2 ... 58

RESULTATS ..ottt ettt n st e e et ees s e naae 60

2.3.1. Monozygosité et absence d’isodisomie parentale ...................... 60

2.3.2. Méthylation différentielle de la région bis2 ...................crue........ 64

DISCUSSION ....coiiiiiirtinteieeere ettt ettt e e et e e e e eeeseees e e e es e e eeeeseesee e 69

2.4.1. Caractére MZ des jumelles discordantes pour le BWS ... 69

2.4.2. Absence d’UPD ...............eoeeeeeeeeeereeeeeeereeeeeeseeeeeeeesreseeeseren. 70

2.4.3. Défaut de méthylation du centre de contréle BWSICI ... 71

2.4.4. Pertinence clinique de hyperméthylation de HIY ... 72

2.4.5. Etiologie des défauts de méthylation ......................c.coocuveeeevererennn.. 73

2.4.6. Perspectives exXperimentales .....................cccoveeeveeeeeereeieereeerererarnn, 74

CHAPITRE 3: EMPREINTE GENOMIQUE ET SYNDROME DE TURNER

3.1.

REVUE DE LITTERATURE ......cocvvitiiveneeeeeeeeteeeeeeeeeeesesseessseseessessssessessse e 76
3.1.1. Caractérisation clinique du TS ..............ccocooveeeeeeeeeereeererererersann, 76
3.1 1.1, GERNEFALIES .uoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e, 76

3.1.1.2. Courte taille: Pertinence du traitement a I’hormone de
CHOISSANCE ...veviniiriiiiitiiiee ettt 78



viil

3. 1.2, GERELIQUE ................ccocooueiieeirieesreeeeeeere ettt enes 79
3.1.2.1. Variabilité caryotypique et moSQiciSme ................oeueeun... 79
3.1.2.2.  Implication du chromosome X ........ccccovevvvevvnerenreenenen. 82

3.1.2.2.1. Inactivation de X .....ccccovvvvivevivieiessieeeennns 82

3.1.2.2.2. Genes candidats: Role majeur du géne
SHOX ..ttt 83

3.1.2.3.  Etiologie du TS: Explication d’une régulation par
["empreinte GENOMIGUE ...........c.ccveereerecveieereeeeeeieeireiseeeeens 86

MATERIEL ET METHODES .......ococcutetinirininineninsesessssssssssssesesesessesssssesssseseses 88

3.2.1. Population @ I’étude ..................oueeveveeeereeeereerreereeeeneeeeiesreseeeeesnen 88

3.2.2. Récolte des échantillons ....................ocoeeeeeeveeeeeieeeecereeeeeerereeesenens 88

3.2.3. Analyses moléculaires: Détermination de I’origine parentale du
CRIOMOSOME X ..ottt ettt enes s eeees 89
3.2.3. 1. GENOWYPAZE ..ot ere sttt eeees 89
3.2.3.2. Détermination de l’origine parentale ...................o......... 92
3.2.3.3. SQUSHGUES ..ottt ssess e e 92

RESULTATS .....oooitiiimiiiiiiiereie ettt s s ssssses s enaes 93

DISCUSSION ....ociviiiiiiiiiiinicciec ettt sa et et s e ee e 103

3.4.1. Approche expérimentale utilisée ...................cocrecueveeveevivnreriesernnn, 103
3.4.1.1. Génotypage par l'utilisation de microsatellites ................. 103
3.4.1.2. Calcul du PD ...t 106

3.4.2. Analyse raisonnée des corrélations attendues ................................... 107

3.4.2.1.  Influence de l’origine parentale de I’X intact sur

'expression de divers traits phénotypiques ........................ 107
3.4.2.2.  Influence de I’origine parentale de I'X intact sur

la réponse au traitement a la GH ............cuveeeverereernnnnan, 109



ix

CONCLUSION GENERALE ......cccooovvovvoooeeeeeeeeeoeseeeee oo s 111
BiblIOrAPRie ........cvviiiiiiicccc ettt 114
Annexe I. Formulaire de consentement pour 1’étude GDCT ...ooveveeveeeeeeeeeeeoe, XX

Annexe II: Résumés (BWS et TS) présentés lors de congres............oooveeeevernnnn., XXVil



LISTE DES TABLEAUX

Chapitre1 Concept d’empreinte génomique

Tableau I:

Tableau II:

Genes soumis a I’empreinte génomique connus chez
’humain et 1a SOUTIS. .....ccccevveiiivincniniccee s 7
Genes soumis a I’empreinte génomique associés

a un transcrit antisens NON COAANTt. ......oveevereeeeereereeriereereeereeeereras 18

Chapitre2 Empreinte génomique dans le contexte de jumelles monozygotiques

discordantes pour le Syndrome de Beckwith-Wiedemann

Tableau I1I:

Tableau IV:

Tableau V:

Distribution et caractéristiques cytogénétiques et

moléculaires des patients atteints du BWS. ........ccccccvvvvrvnennenee. 31
Confirmation de la monozygosité des jumelles

discordantes pour le BWS. ... 63
Analyse des différences de méthylation des sites

de la région bis2 en 5° du promoteur H/9 effectuée

sur I’ADNg et sur plusieurs clones chez les jumelles

monozygotiques discordantes pour le BWS. ......ccccccccnninnnnne. 65

Chapitre3 Empreinte génomique et Syndrome de Turner

Tableau VI:

Tableau VII:

Tableau VIII:

Résumé d’études portant sur la prévalence du

chromosome Y cryptique et du mosaicisme dans le TS. ............ 80
Détermination de I’origine parentale suite a 1’obtention

du pouvoir de disCrimination..........ececvererreinrecerieesesenenniersenans 97
Origine parentale du chromosome X intact chez des filles

atteintes du TS-Résumé des échantillons génotypés................... 100



Xi

LISTE DES FIGURES

Chapitre 1

Figure 1:

Figure 2:

Figure 3:

Chapitre 2

Figure 4:

Figure 5:

Figure 6:

Figure 7:

Figure 8:

Figure 9:

Concept d’empreinte génomique

Différences transcriptionnelles des génes soumis et non

soumis a I’empreinte gENOMIQUE. ......cceevereeveererereeerenvernirevennns 4
Retard de croissance observé chez des hétérozygotes

lorsque I’alléle est paternellement transmis. ........cceeceeveerverenrenns 6

Ontogenese de I’empreinte génOmMique. .......ccccoveverevrveereereeennnen 9

Empreinte génomique dans le contexte de jumelles monozygotiques

discordantes pour le Syndrome de Beckwith-Wiedemann

Organisation moléculaire du chromosome 11p15.5. .................... 33
Jumelles monozygotiques discordantes pour le BWS. ................. 52

Génotypage des jumelles et de leurs parents au locus

LIPS, ettt 61
Génotypage des polymorphismes —185 et —202 du géne
IGFBP3. ...ttt sesse st s sssesasesnenees 62

Comparaison de la méthylation des sites 16 a 23 de la région

bis2 chez la jumelle I atteinte et la jumelle II non atteinte. .......... 66
Hyperméthylation du centre de contréle BWSIC1 chez la

jumelle atteinte du BWS. ..o 67

Chapitre3 Empreinte génomique et Syndrome de Turner

Figure 10:
Figure 11:

Figure 12:

Structure et fonction des chromosomes sexuels. ..........ccuevvueneee. 84
Microsatellites spécifiques au chromosome X humain
utilisés dans le génotypage des patientes atteintes du TS. ............ 90

Comparaison des techniques de marquage utilis€es. .................... 94



Figure 13:

Figure 14:

Figure 15:
Figure 16:

xil

L’origine parentale des all¢les suite a I’amplification d’un
microsatellite chez des patientes 45,X atteintes du TS

(€.8., DXST7100). weouiiieiiieereie ettt err s 95
Analyse de microsatellites dans la détermination de ’origine
parentale du chromosome X intact chez des filles atteintes du

TS (45,X). ettt 96
Ambiguités rencontrées en cours d’étude. ..........coeeerererrerernnnene. 99
Prévalence du chromosome X™" versus celui X** chez des

filles atteintes du Syndrome de Turner. ..........ccoeceveerervereriennnene. 102



Xiii

LISTE DES SIGLES

X: fois, multiplication
< inférieur a

>: supérieur a

%: pourcent

°C: degré Celsius

cm: centimeétre

Kb: kilobase

M: molaire

Mb: mégabase

MgCl,: chlorure de magnésium
mM: millimolaire

pCi: microcurie

pg: microgramme

pl: microlitre

pM: micromolaire

ng: nanogramme

NaOH: hydroxyde de sodium
NH4C,H30;: acétate d’ammonium
pb: paire de bases

pmol: picomole

Te: température

U: unité



X1iv

LISTE DES ABREVIATIONS

ADN: acide désoxyribonucléique

ADNg: acide désoxyribonucléique génomique

ARN: acide ribonucléique

ARNm: acide ribonucléique messager

AS: Angelman syndrome (Syndrome d’Angelman)

o-2P: phosphate 32 lié en position alpha

BPB: bromophenol blue (bleu de bromophénol)

BWS: Beckwith-Wiedemann syndrome (Syndrome de Beckwith-Wiedemann)

BWSCR: Beckwith-Wiedemann syndrome chromosomal rearrangements region
(région de réarrangements chromosomiques associée au Syndrome de
Beckwith-Wiedemann)

BWSICI: Beckwith-Wiedemann syndrome imprinting center 1
(centre 1 de contrdle de I’empreinte associé au Syndrome de Beckwith-
Wiedemann)

BWSIC2: Beckwith-Wiedemann syndrome imprinting center 2
(centre 2 de contrdle de I’empreinte associé au Syndrome de Beckwith-
Wiedemann)

CDK: cyclin dependant kinases (cycline dépendante des kinases)

CPAP: control positive alveolar pressure

CpG: cytosine-phosphate-guanine

CTCF: CCCTC-binding factor; vertebrate enhancer-blocking protein

dATP: désoxyadénosine triphosphate

dCTP: désoxycytidine triphosphate

ddNTP: didésoxynucléoside triphosphate

dGTP: désoxyguanosine triphosphate

DMR: differentially methylated regions (régions de méthylation différentielle)

DMSO: dimethyl sulfoxide

Dnmt: DNA methyltranferases (ADN méthyltransférases)



dNTP:
dTTP:
EDTA:
FISH:
7-3 ’p:

G]P ()A()Vzi

Grb10:
GH:
HDAC:
HLA:

IC:
IGFBP3:
IgfI:
Igflr:
IGF2:
IGF2-AS:
IGF2R:
IGF-II:
IMP:
INS:

KvDMR1:

KvLQTI:
LARs:
LITI:
LOH:
LOIL
MARs:
MBD:

MeCP:

désoxynucléoside triphosphate
désoxythymidine triphosphate

ethylene diamine tetraacetate

fluorescence in situ hybridisation (hybridation in situ par fluorescence)

phosphate 32 lié en position gamma

gravida: 1; préterme: 0 ; avortement: 0; enfants vivants: 2
growth factor receptor-bound protein 10

growth hormone (hormone de croissance)

histone deacetylases (histones déacétylases)

human leukocyte antigens

imprinting center (centre de contrdle de I’empreinte)
human insulin-like growth factor-binding protein 3 gene
mouse insulin-like growth factor 1 gene

mouse insulin-like growth factor 1 receptor gene

human insulin-like growth factor 2 gene

human insulin-like growth factor 2-antisens gene

human insulin-like growth factor 2 receptor gene

human insulin-like growth factor 2 peptide

IGF-II mRNA-binding protein

human insulin gene

potassium voltage differentially methylated region 1
potassium voltage long QT syndrome 1 gene

loop attachment regions (régions d’attachement en boucles)
long QT intronic transcript 1 gene

loss of heterozygosity (perte d’hétérozygosite)

loss of imprinting (perte d’empreinte)

matrix attachment regions (régions d’attachement a la matrice)
methyl-CpG-binding-domain

(domaine de liaison aux ilots CpG méthylés)
methyl-CpG-binding protein

(protéine de liaison aux ilots CpG méthylés)



MZ:
OMIM:

PAR:
PCR:
PD:
PW:
Ql:
RFLP:
SDS:
SHOX:
SSCP:
TE:
TRD:

TS:
UPD:
XC:
Xce:

Xi:
XIC:

XIST:
Xmat,
xPat.

XVi

monozygote et/ou monozygosité

online mendelian inheritance in man

(base de données de I’Université Johns Hopkins)
pseudoautosomal region (région pseudoautosomale)
polymerase chain reaction

pouvoir de discrimination

Prader-Willi syndrome (Syndrome de Prader-Willi)
quotient intellectuel

restriction fragment length polymorphism

standard deviation score

short stature homeobox containing gene
single-strand conformational polymorphism
tris[hydroxymethyl]aminomethane ethylene diamine tetraacetate
transcriptional-repression domain

(domaine de répression transcriptionnelle)

Turner syndrome (Syndrome de Turner)
uniparental disomy

xyléne cyanol

X-chromosome-controlling element

(élément de contréle du chromosome X)
chromosome X inactif
X-chromosome-inactivation-center

(centre de contrdle de I’inactivation de 1’X)

human X inactive specific transcript gene
chromosome X d’origine maternelle

chromosome X d’origine paternelle



A Maman
et Papa....

«Qui, une fois encore, m’ont accompagnée vers le chemin de la réussite...

»



REMERCIEMENTS

Au terme de ce travail et de ce long cheminement académique, j’aimerais
remercier tout spécialement les gens qui ont marché a mes cotés. Lesquels ont su, a leur
maniére, me faire garder la route... ainsi que me donner le courage de toujours

persévérer!

En premier lieu, j’aimerais souligner ma sincére gratitude envers le Dr. Cheri Deal
pour cette toute premicre opportunité qu’elle m’offrit en m’accueillant au sein de son
laboratoire alors que je n’étais qu’inexpérimentée.

Cheri, Mon mentor!

Mille fois merci...

Pour ces défis excitants et enrichissants que tu ne cesses de placer sur ma route. ..

Pour ce généreux transfert de connaissances et d’expérience...

Pour cette confiance professionnelle que tu m’accordes jour aprés jour...

Pour cette compréhension, cette chaleur «maternelle» qui bien souvent m’apaise. ..

Je tiens par la suite & remercier chaleureusement Jean, Elisabeth et Dr. Guy Van
Vliet. «Précieux» est sans aucun doute le qualificatif qui décrit le mieux le dévouement,
le soutien ainsi que la patience dont vous avez fait preuve & mon égard. Vous avez
contribué ardemment a maintenir la flamme! Un vent d’enthousiasme m’envahit a 1’idée

de poursuivre avec vous, pour quelques années encore, ma quéte de connaissances. ..

Sans oublier évidemment...
Mon clin d’ceil particulier aux autres membres de 1’équipe du Service d’endocrinologie. ..

C’est une joie constante de vous retrouver tous les matins!



XIX

Sur le plan plus personnel, j’aimerais remercier. ..

Marie, A celle que je peux sans contredit surnommer «Ma Bosom Friend...
Merci pour toutes ces années de véritable amitié!

Merci d’avoir été si souvent a I’écoute, d’avoir été ma conseillére!

Matthieu, Je ne peux passer sous silence toutes ces heures de discussions, de patience
et de réconfort... Bien souvent pendant ces nombreux jours de labeur...
Ton esprit, ta force morale, tes encouragements et ton respect ont su
soulager mes angoisses.

Sincérement, merci d’avoir cru en moi!

Ainsi que, Maman, Papa et Stéphanie,

Je ne sais comment vous témoigner ma profonde reconnaissance envers votre
amour inconditionnel, votre appui sans limite, votre foi... Vous m’avez inculqué depuis
toutes ces années des valeurs si précieuses, presqu’inébranlables... En les chérissant,
elles sont devenues les lignes directrices qui guident mes pas au fil du temps, qui me
donnent une force (souvent inexplicable), un regard délicieux sur la vie, un gofit du
depassement, du don de soi... et qui, inévitablement m’inspirent et me font espérer un
avenir empreint d’optimisme, d’humanisme, de philosophie et de sagesse...

Vous étes... Mes phares dans la nuit, Mes soleils immortels!



CHAPITRE 1

CONCEPT D’EMPREINTE GENOMIQUE



Les principes de la génétique classique émis par Gregor Mendel stipulent que la
transmission des caractéres héréditaires chez un individu résulte d’une contribution
¢équivalente des génomes maternel et paternel. Au début des années 1980, au moyen
d’expériences de transplantations pronucléaires chez la souris, les groupes de McGrath
et Solter (McGrath et Solter, 1984; Paldi et Jami, 1991) ainsi que de Surani (Surani et
al., 1984) rapporterent les premiéres évidences permettant de faire la lumiére sur
certaines lacunes de la ligne directrice mendeléenne. En comparant leurs modéles
androgeénique (embryon constitué strictement de paires de chromosomes d’origine
paternelle) et gynogénique (embryon constitué strictement de paires de chromosomes
d’origine maternelle), ils observerent des différences structurales majeures lors du
développement embryonnaire. En effet, le développement de I’androgénote se limite
aux structures extraembryonnaires tandis que celui du gynogénote présente une
organisation placentaire restreinte ainsi qu’une croissance feetale relativement normale.
Chez I’humain, il nous est possible d’observer des phénoménes similaires lors de
grossesses anormales. La mole hydatidiforme compléte (modele androgénique) est une
organisation tissulaire trophoblastique dans laquelle aucun tissu feetal n’est présent
(Lawler, 1984; Crum, 1994; Preece and Moore, 2000). A I’inverse, le kyste dermoide
ovarien et le tératome ovarien (modéles gynogéniques) se présentent en un spectre de
tissus somatiques sans révéler d’éléments placentaires (Linder et al., 1975; Hall, 1990;
Crum, 1994).

Nous constatons grice a ces observations que les génomes maternel et paternel
des mammiferes sont incapables d’assurer & eux seuls un développement embryonnaire
normal. L’apport de chacun aux tissus embryonnaires est spécifique. Malgré leur
constitution génétique identique, mis a part les chromosomes sexuels, les génomes
parentaux possedent une fonctionnalité non équivalente. En réalité, les parents apportent
a leur progéniture une contribution génétique complémentaire.

L’un des défis considérables de la génétique moderne vise a comprendre les
mécanismes entourant les génes qui ne se transmettent pas selon les principes classiques
de I’hérédité, i.e., soit par une transmission dominante, récessive ou liée au chromosome
X. L’empreinte génomique est un nouveau concept de régulation génique, dont les

mécanismes sont encore mal compris, démontrant I’existence de génes exprimés a partir



d’un seul génome parental. Les génes soumis a I’empreinte génomique sont associés a
plusieurs aspects du développement incluant la croissance feeto-placentaire, la
prolifération et la différenciation cellulaire, le développement neural ainsi que le
comportement (Falls et al., 1999). 1l apparait clair que les effets d’une altération de

I’empreinte génomique sont impliqués dans plusieurs désordres génétiques humains.

1.1. DEFINITION

Le concept d’empreinte génomique désigne un processus épigénétique
conduisant a ’expression préférentielle d’un gene selon son origine parentale. Ainsi,
I’expression d’un géne soumis a ’empreinte maternelle sera soutenue par 1’alléle
paternel (Fig. 1) (Deal, 1995). L’expression monoallélique des génes soumis a
Pempreinte n’est pas absolue: elle peut varier selon le contexte génétique, la nature
tissulaire ainsi que la période de développement. Il ne s’agit pas toujours d’une
expression monoallélique compléte. 11 peut y avoir également des différences
quantitatives d’expression. De plus, les modifications de I’ADN, régissant la régulation
transcriptionnelle de ces genes, sont réversibles, d’ou I’appellation «épigénétique». Ces
modifications n’entrainent aucune altération de la séquence nucléotidique (Hall, 1990).
En réalité, elles sont responsables des différences d’expression entre les géhomes
parentaux dans les tissus somatiques et ce, de maniére a limiter 1’expression génique a
I’alléle d’un seul parent.

Les premiers génes soumis a I’empreinte génomique a avoir été identifiés sont
les génes murins de ’insulin-like growth factor 2 (Igf2) et de son récepteur (Igf2r). Ils
ont respectivement été cartographiés sur les chromosomes 7 et 17. La confirmation du
statut d’empreinte d’/gf2, lequel code pour un facteur de croissance feetale, provient
d’expérimentations chez des souris porteuses d’une copie non fonctionnelle de ce géne
(DeChiara et al., 1991). Ces souris démontrent une restriction de croissance lorsqu’elles
héritent de la copie paternelle mutée. Lorsque ’allele déficient est d’origine maternelle,
les souris ne sont pas affectées par ce retard. Ceci indique que le géne /gf2 est soumis a
une empreinte maternelle ou encore que 1’allele paternel exprime ce géne. Par contre

Igf2r, lequel contribue a la régulation négative d’Igf2 en le dégradant, est un géne
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soumis a une empreinte paternelle, i.e., dont I’expression est dirigée par 1’alléle maternel
(Barlow et al., 1991)." Le réle essentiel de ce récepteur en tant que modérateur du
développement a aussi été mis en évidence lors d’études mutationnelles. Dans ce
contexte, la croissance feetale est augmentée d’environ 30% lorsque les hétérozygotes et
les homozygotes sont porteurs de la mutation par ’ali¢le maternel (Wang et al., 1994;
Falls ef al., 1999). Cette réciprocité d’empreinte indique que Igf2 et Igf2r possédent un
r6le important dans le développement embryonnaire et la croissance feetale. De plus, il
faut considérer que la manifestation d’un phénotype, lorsqu’il y a transmission d’un
gene soumis & I’empreinte, dépend du profil d’empreinte du géne impliqué (Fig. 2)
(DeChiara et al., 1991).

Il a ét¢ démontré subséquemment par notre équipe et d’autres groupes que les
homologues humains d’Igf2 et d’Igf2r, IGF2 et IGF2R respectivement, sont aussi sujets
a Pempreinte (Ohlsson et al., 1993; Giannoukakis ef al., 1993; Xu et al., 1993; Xu et al.,
1997). Par ailleurs, ils sont respectivement assignés aux chromosomes humains 11 et 6.

Jusqu’a maintenant, une quarantaine de génes soumis a I’empreinte génomique
ont été mis en évidence chez I’humain et la souris (Tableau I) (Morison et Reeve, 1998a;
Falls et al., 1999; Preece et Moore, 2000; Jirtle, 2000; Moore ef al., 2001). Dans cette
catégorie, le nombre de génes existants est estimé a plus ou moins 200 génes. Il semble
cependant que ce nombre soit fort probablement inférieur a4 1 000 (Barlow, 1995; Falls
et al., 1999; Maher et Reik, 2000). Considérant qu’il existe prés de 30 000 génes
humains, nous pouvons penser que les genes soumis a I’empreinte représentent moins de

1% du génome.

' Dorénavant, afin de simplifier la terminologie, le statut d’un géne soumis & I’empreinte génomique
sera décrit en fonction de ’alléle qui exprime le géne.
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Humain Souris
Chromosome  Position Géne Expression Géne Position Expression
1 p31 NOEY2/ARHI Paternelle
p36 p73 Matemelle
5 q22-q31 U24FBPL Biallélique Ulafbp-rs 11 proximal Patemelle
6 q24 ZAC/PLAGLI/ ND
LOTI
G25.3<26 MASI Biallélique/monoallélique  Mas 17 proximal Patemnelle
tissus mammaire
q26-q27 Mep/IGF2r Biallélique/maternelle Mép/igfor 17 proximal Matemelle
Igf2r-AS 17 proximal Patemelle
7 pll.2-12 GRBIO ND Megl/Grbl0 11 proximal Matemelle
q32 PEGI/MEST Paternelle Pegl/Mest 6 proximal Patemelle
q32 GAMMA2-COP  Paternelle
11 pl3 WT1 Biallélique/maternelle” wil 2 ND
pls.s ASCL2/HASH2  Maternelle Mash2 7 distal Maternelle
pls.5 HI9 Maternelle HI19 7 distal Maternelle
pls.5 IGF2 Paternelle Igr2 7 distal Paternelle
Igf2-AS 7 distal Paternelle
pls.5 IMPTI/BWRIA/  Maternelle Imptl 7 distal Maternelle
ORCTL2/TSSCS
pl1s.5 INS Biallélique/paterneile Ins2 7 distal Paternelle
sac vitellin
pls.5 IPL/TSSC3/ Maternelle Ipl 7 distal Maternelle
BWRIC
pla.5 IT™ ND Itm 7 distal Maternelle
pl5.5 KVLOTI Maternelle Kvigtl 7 distal Maternelle
pls.5 p577/CDKNIC ~ Maternelle ps7Y: 7 distal Maternelle
pl5.5 TAPAL Biallélique* Tapal 7 distal Maternelle
pls.5 ZNF215 Maternelle
13 ql4 HIR24 Biallélique/maternelle” Hr2 14, bande D3~ Matemelle
14 q MEG3/GTL2 Matemelle Meg3/Gti2 12 distal Matemelle
q32 DLK1/PREF-1 Paternelle Dikl/Pref-1 12E-F1 Patemelle
15 qll-ql3 FENZI27 Patemnelle
qil-ql3 GABRAS Patemelle’ Gabras 7 central Biallélique
qll-ql3 GABRB3 Patemelle’ Gabrb3 7 central Biallélique
qll-ql3 GABRG3 Patemelle" Gabrg3 7 central Biallélique
qll-ql3 IPW Patemelle Ipw 7 central Patemelle
ql1-q13 NDN Paternelle Nen 7 central Patemelle
qll-ql3 PARI Paternelle
qll-ql3 PARS Paternelle
qll-ql3 PAR-SN Paternelle
qll-ql3 SNRPN Paternelle Snrpn 7 central Patemelle
qll-ql3 UBE3A4 Matemelle Ube3a 7 central Matemelle
qll-ql3 ZNF127 Patemnelle Zfpl27 7 central Patemelle
19 ql3.4 PEG3 Patemnelle Peg3/Apoc2 7 proximal Patemelle
20 ql1.2-q12 Neuronatine ND Peg5/Nnat 2 distal Patemelle
ql3 GNASI Paternelle Gnasl 2 distal Matemelle/
Patemelle
X ql3.2 XIST Paternelle/Maternelle® Xist Xic Paternelle
pl1.23-qter ? Paternelle
Grfl/Cde25™ 9 distal Patemnelle
Impact 18 proximal Patemelle
Insl 19 distal Paternelle
Tableau I:  Geénes soumis a I’empreinte génomique connus chez I’humain et la souris. ND:

Non déterminé; *Empreinte polymorphique; tDéterminé in vifro; *Inactivation
Les encadrés sont en lien avec les chapitres 2 et 3 de ce mémoire.
(Moore et al., 2001; Preece et al., 2000; Falls et al., 1999; Morison et al,

aléatoire.

1998)




1.2.  ONTOGENESE ET PROGRAMMATION EPIGENETIQUE

Nous ne connaissons pas encore précisément tous les éléments moléculaires
impliqués dans ’empreinte génomique. En revanche, nous savons que I’empreinte
génomique est un processus du développement basé sur quatre étapes majeures (Pfeifer,
2000). Premierement, les chromosomes doivent étre munis d’une ou plusieurs marques
epigénétiques permettant la distinction de leur origine parentale: la méthylation est
désignée comme €tant la marque principale. Deuxiémement, cette marque ou empreinte
doit étre stable de maniére & étre maintenue au cours de la division et de la
différentiation des cellules somatiques de I’organisme en développement. 1l est crucial
que ’empreinte demeure identique ou soit reproduite d’une division cellulaire a I’autre.
Troisiémement, la marque parentale doit étre reconnue par la machinerie
transcriptionnelle pour permettre ’expression monoallélique. Finalement, de maniére
spécifique aux cellules germinales, la marque de ’empreinte doit &tre effacée et
reprogrammeée lors du passage des génes a une nouvelle génération. v

Déja, dans ’embryon, les cellules germinales de la prochaine génération se
developpent. La figure 3 illustre ’ontogenése de I’empreinte génomique (Surani, 1998;
Falls et al., 1999; Reik et Walter, 2001). De multiples résultats expérimentaux
démontrent que D’établissement de I’empreinte se produit au moment ou les
chromosomes parentaux sont physiquement séparés pendant la gamétogenése.
Cependant, la programmation adéquate de la nouvelle empreinte nécessite initialement
I"annulation de I’empreinte précédente. Cette étape est d’autant plus importante lorsque
les génes sont transmis a un individu de sexe opposé. L’effacement de ’empreinte a
lieu au tout début de la gamétogenése dans les cellules germinales primitives alors
qu’une vague de déméthylation survient dans tout le génome (Tada et al., 1997). Cette
procédure consiste a établir entre les chromosomes homologues un profil d’empreinte
identique avant le passage appropri¢ dans la lignée germinale maternelle ou paternelle
(Tada et al., 1997). Les études de Szab¢ et de ses collégues sur ’expression allélique de
Igf2, Igf2r, Snrpn (gene d’expression paternelle) et HI9 (géne d’expression maternelle)
ont démontré que I’expression de ces génes était biallélique dans les lignées germinales

méle et femelle lors de la migration des cellules germinales primitives vers la créte
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génitale ainsi que tardivement dans la gamétogenése (Szabo et Mann, 1995; Surani,
1998).

De plus, la mise au point d’embryons parthénogénotes a partir d’ovocytes
immatures et d’ovocytes matures a permis de constater que I’apparition de ’empreinte
maternelle a lieu lors du processus de maturation de 1’ovocyte (Kono et al., 1996; Obata
et al., 1998; Brannan et Bartolomei, 1999). C’est a ce moment que le patron maternel de
méthylation s’organise permettant ainsi 1’expression génique maternelle retrouvée dans
le zygote. Du co6té de la lignée germinale male, il a été démontré que ’empreinte est
¢tablie ou sur le point d’étre établie juste avant la premiére division méiotique, i.e., lors
d’un événement postmitotique dans le spermatocyte primaire (Ogura et al., 1998;
Brannan et Bartolomei, 1999; Ueda et al., 2000). Une fois ’ovogenése et la
spermatogenése complétées, I’empreinte est réorganisée. Ainsi, il peut y avoir
fécondation en vue d’une prochaine génération.

Les régles entourant le maintien et 1’évolution du profil de I’empreinte dans les
cellules somatiques lors du développement embryonnaire ainsi qu’au cours de 1’age
adulte ne sont pas encore élucidées. Plusieurs interrogations persistent concernant les
changements de méthylation qui surviennent apres la fécondation et la préimplantation
de ’embryon (déméthylation), son implantation (méthylation de novo) ainsi que lors de
des nombreuses divisions cellulaires. L’activité enzymatique des ADN
méthyltransférases et des déméthylases a été proposée comme facteur régulateur de ces
changements (Newell-Price ef al., 2000). Néanmoins, peu de chose est connu en ce qui
a trait a la nature des régions différentiellement méthylées qui, lors de ces multiples
variations de méthylation, sont ciblées ou préservées. Reste & savoir également
lesquelles de ces régions détiennent une fonction véritable dans I’empreinte (Reik et

Walter, 1998).

1.3. MECANISMES MOLECULAIRES

Une caractéristique fascinante des génes mammaliens soumis a I’empreinte

génomique est leur tendance a se rassembler dans le génome (clustering). Mentionnons
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a titre d’exemple les régions 11p15.5 et 15q11-q13 du génome humain, respectivement
associées au Syndrome de Beckwith-Wiedemann (BWS) ainsi qu’au Syndrome de
Prader-Willi (PW) et au Syndrome d’Angelman (AS). Cette fagon de regrouper en un
méme domaine chromosomique des génes dont le profil d’empreinte est identique ou
réciproque laisse envisager une interdépendance entre ces génes (Barlow, 1997; Brannan
et Bartolomei, 1999). En d’autres mots, cette organisation refléte une régulation
coordonnée de I’expression des genes soumis a ’empreinte basée sur la présence
d’éléments de régulation, nommés centres de contréle de I’empreinte (IC) (Li, M. et al,,
1998). Les notions acquises au sujet du centre de contr6le de I’inactivation du
chromosome X (Jamieson et al., 1996; Goto et Monk, 1998; Avner et Heard, 2001) ont
permis de mieux comprendre les IC spécifiques aux autosomes. Ces derniers sont en
quelque sorte les «chefs d’orchestre» de ’empreinte génomique. Une seule erreur & cet
endroit peut provoquer le dysfonctionnement de plusieurs génes a la fois. Les IC
assurent la programmation de I’empreinte dans les cellules germinales, laquelle nécessite
I’interaction de phénoménes épigénétiques tels que la méthylation de I’ADN, la structure
de la chromatine ainsi que la déacétylation des histones (Li, M. ef al., 1998). La mise en
place de plusieurs mécanismes impliquant des éléments régulateurs agissant en cis et en
trans permet ainsi la modulation de I’expression allélique différentielle spécifique a

I’empreinte.

1.3.1. Méthylation différentielle de ’ADN
1.3.1.1. Généralités

Les domaines chromosomiques regroupant des génes soumis a I’empreinte sont
souvent constitués de régions de plus de 500 pb riches en dinucléotides CG, nommées
ilots CpG, situées en amont de plusieurs genes (Reik et Walter, 2001). Ces ilots CpG
constituent la cible principale de la méthylation: marque indéniable de I’empreinte
génomique chez les mammiferes. Prés de 88% des génes soumis a ’empreinte chez la

souris en sont composés alors que la proportion habituelle est de 47% (Antequera et
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Bird, 1993; Paulsen et al., 2000). Le groupe méthyle transféré en 5° du résidu cytosine
favorise la discrimination des alléles parentaux (Razin et Cedar, 1994). D’ailleurs,
P’existence de régions différentiellement méthylées (DMR) entre les alléles parentaux est
connue pour la majorité des génes caractérisés (eg. Igf2r, H19, IGF2 et SNRPN) (Razin
et Cedar, 1994; Reik et Walter, 1998). Dans la région promotrice du géne HI/9 par
exemple, la méthylation est exclusive a I’all¢le inactif paternel et elle est absente sur
’allele maternel qui assure ’expression. Cette région est connue pour étre a I’endroit
d’un IC. Bien que la méthylation soit presque toujours associée a I’inhibition
transcriptionnelle, comme mentionné ci-dessus, elle peut parfois étre associée &
Pactivation de I’allele, tel qu’observé pour les génes Igf2, Igf2r et Snrpn (Reik et Walter,
1998). Ainsi, I’empreinte est inhibitrice lorsque la méthylation bloque directement
l'expression en interférant avec la liaison d'un complexe stimulateur de la transcription
ou indirectement en recrutant des facteurs qui induisent la formation d'une structure
répressive de la chromatine. Inversement, ’empreinte est activatrice si la méthylation
inhibe le recrutement de répresseurs transcriptionnels (Li et al., 1993; Reik et Walter,
1998; Pfeifer, 2000; Sleutels et al., 2000). Il est bien accepté maintenant, suite & des
expériences de transplantation nucléaire, que la méthylation de I’ADN coincide avec
I’acquisition d’une empreinte fonctionnelle au niveau des autosomes et du chromosome

X (Obata et al., 1998; Tada et al., 2000).
1.3.1.2.  Meéthyltransférases

Comme nous I’avons déja mentionné, I’ADN subit de multiples changements de
méthylation au cours des diverses étapes du développement. L'établissement et le
maintien des profils de méthylation sont donc la conséquence d'un processus dynamique
entre des événements de méthylation et de déméthylation de I'ADN (Hsieh, 2000). Ce
dynamisme est conféré en partie par l'activité des ADN méthyltransférases (Dnmt). En
1988, Bestor annonce le clonage du géne Dnmtl, lequel code pour la premiére enzyme
révélant une activité de méthylation de ’ADN. L’invalidation de Dnmt! chez la souris
entraine la perte de I’empreinte génomique. En effet, il a été observé chez la souris que

I°alléle normalement inactif pour les génes H19, Xist, p57°P? et Snrpn est exprimé alors
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que I’alléle qui exprime habituellement Igf2, Igf2r et Kvigtl est inactif (Li et al., 1993;
Caspary et al., 1998; Sleutels et al., 2000). Dans ce contexte, il nous est possible de
constater I’interdépendance qui existe entre H19 et Igf2: respectivement, I'un devient
bialléliquement exprimé et I’autre bialléliquement réprimé (Pfeifer, 2000). De plus, les
souris Dnmt1” ne survivent pas aprés la mi-gestation, ce qui apporte une évidence
supplémentaire quant a la nécessité de cette marque épigénétique lors du développement
des mammiferes. Considérant la préférence de 1’enzyme Dnmtl pour I’ADN
hémiméthylé et son association a la fourche de réplication de I’ADN, nous pouvons
penser que sa fonction principale est de s’assurer du maintien de ’empreinte génomique
et de reproduire le profil de méthylation dans les cellules filles chez I’embryon et
I’adulte (Bestor, 1988).

Dnmt3a et Dnmt3b sont des méthyltransférases cruciales pour la méthylation de
novo chez I’embryon (Okano et al., 1999; Newell-Price et al., 2000). Dans la littérature,
il est décrit que Pactivité de méthylation de novo de Dnmit3a et Dnmt3b est préservée
lorsque des cellules souches sont invalidées pour 'une ou I’autre de ces enzymes tandis
qu’aucune méthylation de novo n’est présente lors de la double invalidation. Bien que
ces observations révelent une certaine redondance fonctionnelle, ces enzymes possédent
également une fonction spécifique. Ainsi, les souris Dnmt3a™ et Dnmt3b™ ne présentent
pas le méme phénotype et leur déces ne se manifeste pas au méme moment. Toutefois,
il est intéressant de constater que la perte fonctionnelle de Dnmt3a et Dnmt3b n’a
démontré aucun effet sur I’empreinte de H19 et d’Igf2 (Okano et al., 1999). Chez
I’humain, une mutation du géne DNMT3B a été mise en évidence dans le Syndrome ICF
(immunodeficiency, centromeric instability and facial anomalies), mais aucune létalité
embryonnaire n’y est associée. De plus, les régions déméthylées observées sont
centromériques, ce qui semble conférer & DNMT3B un réle dans 1’organisation et la
stabilisation d’un type particulier d’hétérochromatine (Hsieh, 2000).

Bien qu’il existe une homologie entre la séquence d’acides aminés du motif
méthyltransférase des enzymes Dnmt3a et Dnmt3b et la séquence du motif de Dnmt2
(une autre Dnmt candidate), aucune activité méthyltransférase n’a été reconnue pour

cette derniere jusqu’a maintenant (Hsieh, 2000).
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Par contre, nous ne connaissons pas encore laquelle des méthyltransférases est
responsable de la méthylation de novo dans les cellules germinales. Pour I’instant, les
premicres hypothéses sont tournées vers Dnmt/ et ses isoformes puisque ce géne
possede un exon spécifique aux ovocytes et un second spécifique aux spermatocytes
(Mertineit et al., 1998; Brannan et Bartolomei, 1999; Howell et al, 2001). Une
deuxiéme éventualité, fondée sur I'impossibilité fonctionnelle de Dnmtl, Dnmt3a et
Dnmt3b a pouvoir rétablir I’empreinte perdue suite & leur invalidation, indique que le
passage dans les cellules germinales est nécessaire pour 1’établissement de 1’empreinte
puisqu’il semble exister des facteurs spécifiques aux lignées germinales qui

reconnaissent les régions différentiellement méthylées (DMR) (Reik et Walter, 2001).

D’un autre coté, peu de chose a été clarifi¢ en ce qui concerne ’existence
d’enzymes munient Hd’une activité déméthylase. Les études qui tentent de démontrer
leur présence suscitent de nombreuses controverses (Hsieh, 2000). Bhattacharya et al.
documentent la caractérisation d’une enzyme capable de transformer les cytosines
méthylées en cytosines non méthylées (Bhattacharya er al, 1999). Cette enzyme
ressemble énormément 3 MBD2b, une protéine de liaison spécifique & I’ADN méthylé
(se référer a la section 1.3.2.1.). Cependant, la reproductibilité de ces expériences n’a pu
étre vérifiée (Ng et al., 1999). Cet aspect des mécanismes de régulation de I’empreinte

génomique requiert donc une plus grande investigation.

1.3.2.  Autres facteurs épigénétiques essentiels a la régulation de ’empreinte
1.3.2.1.  Protéines de liaison aux CpG méthylés

Intimement liés a la méthylation, différents facteurs épigénéﬁques interviennent
aussi dans la modulation de I’empreinte. Les protéines de liaison aux CpG méthylés
(MeCP) reconnaissent préférentiellement les séquences méthylées de I’ADN et peuvent
étre associées a la répression transcriptionnelle (Newell-Price et al., 2000; Cheung et al.,

2000). MeCP2 est I’'une de ces protéines. Elle possede un domaine de liaison aux CpG
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méthylés (MBD) localisé dans la région N-terminale ainsi quun domaine de répression
transcriptionnelle (TRD) qui réside dans la région C-terminale. Des études
d’immunoprécipitation suite a la cotransfection de MeCP2 et de son TRD ont permis de
mettre en évidence I’interaction de MeCP2 avec le corépresseur Sin3A ainsi qu’avec des
histones déacétylases (HDAC) (Jones et al., 1998; Nan et al., 1998). De la méme
maniere, MBD2 (une autre MeCP) a la capacité de former un complexe avec des HDAC
et des protéines de liaison aux histones. Ainsi, nous pouvons penser que la méthylation
différentielle de I’ ADN laisse une marque pour les MBD, que celles-ci se lient 3 I’ADN
méthylé et recrutent le complexe HDAC. L’interaction de ces protéines préserve la
méthylation et assure le maintien de la répression transcriptionnelle spécifique a

I’empreinte (Newell-Price ef al., 2000; Cheung et al., 2000).

1.3.2.2.  Déacétylation des histones

Une synergie existe entre la méthylation et la déacétylation (Newell-Price et al.,
2000). L’évidence la plus concrete est illustrée lorsque la Trichostatin A, un inhibiteur
de la déacétylation des histones, et le 5’-aza-2’déoxycytidine, un inhibiteur de la
méthylation des cytosines, favorisent la réactivation de 1’all¢le paternel de H/9 (Pedone
et al., 1999; Cheung et al., 2000). En réalité, la répression de cet alléle coincide avec le
fait que sa séquence soit hyperméthylée et riche en histones hypoacétylées. Récemment,
Fulmer-Smentek et Francke ont démontré que I’allele paternel exprimé du géne Snrpn
(exon 1) était associé a la présence d’histones acétylées (Fulmer-Smentek et Francke,
2001). En d’autres mots, la perte de la méthylation et de la déacétylation entraine la
réactivation des génes soumis a I’empreinte qui sont normalement inactivés. De plus,
les auteurs ont conclu de cette derniére étude que I’acétylation des histones peut étre un
événement secondaire dans le processus de réactivation d’un géne par la déméthylation
des ilots CpG et ce, puisque le traitement au 5’-aza-2’déoxycytidine altére le profil

d’expression de Snrpn sans pour autant modifier I’association des histones acétylées.
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1.3.2.3. Hétérochromatine

Comme plusieurs régulateurs transcriptionnels expriment leur influence par
I’entremise de la déacétylation des histones et que celle-ci est en corrélation avec
’activité inactivatrice de I’hétérochromatine, il semble que le remodelage de la
chromatine soit impliqué dans la régulation de I’empreinte génomique. D’ailleurs,
I’influence du degré d’organisation de la chromatine sur le niveau d’expression des
geénes est un concept largement accepté.

D’une part dans les régions ou siégent les géne¢s soumis a I’empreinte, il n’est pas
rare de constater entre les génomes maternel et paternel des zones
d’hétérochromatisation différentielle. Par I’intermédiaire d’analyses de fractionnement
de la chromatine, il a €té observé que I’alléle paternel non transcrit de /gf2r par exemple
était plus compact que 1’allele maternel exprimé (Watanabe et al., 2000). Les geénes
environnants non soumis a I’empreinte parentale ne présentent pas cette caractéristique.
La possibilité qu’une hétérochromatisation locale entraine la méthylation d’ilots CpG
pres de certains DMR a été suggérée (Reik et Walter, 2001).

D'autre part, nous savons que les génes inactifs ont généralément tendance a se
répliquer plus tardivement que les génes actifs. Etrangement, les alléles parentaux des
loci soumis a I’empreinte démontrent fréquemment une réplication asynchrone en phase
S du cycle cellulaire (Simon et al., 1999). Les analyses d’hybridation in situ par
fluorescence (FISH) réalisées par Simon et al. ont démontré que cette marque
épigénétique est ¢tablie dans les gametes et est maintenue tout au long du
développement (Simon et al, 1999). Il se pourrait méme qu’elle précéde la
méthylation. L’hypothése proposée veut que les divergences propres au temps de
réplication de I’ADN résultent en une accessibilité variable de la machinerie nécessaire a
la méthylation de novo et la maintenance des profils de méthylation. De plus,
’organisation des complexes moléculaires de I’empreinte génomique semble influencer
la fréquence de recombinaison méiotique (Preece et Moore, 2000; Reik et Walter, 2001).
Par exemple, les domaines IGF2/H19 (BWS) et PWS/AS présentent pour différents loci
des taux de recombinaisons maternelles et paternelles plus élevés que les régions non

soumises a I’empreinte génomique.
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1.3.2.4.  ARN non codants et antisens

Plusieurs génes soumis a I’empreinte codent pour des ARN non traduits. Les
premiers a avoir été décrits sont Xist (participation a I’inactivation de I’un des
chromosomes X chez les femelles)' et 79 (ARN non codant soumis a I’empreinte dont
le transcrit n’est pas un antisens). Il a été émis comme hypothése que ces ARN non
traduits interagissent directement (en cis) avec des génes voisins en inhibant leur
transcription (Goto et Monk, 1998; Wilkin ef al., 2000; Avner et Heard, 2001).

Par la suite, D’existence d’une proportion considérable de génes soumis a
I’empreinte (=15%) et intimement liés & un géne codant pour un ARN «antisens» a été
mise en €vidence (Tableau II). Dans la majorité des cas, la séquence de ces génes
«sens» et «antisens» se chevauche. Les antisens sont fréquemment retrouvés sous forme
d’ARN non codants, lesquels sont généralement soumis a I’empreinte. Le profil
d’empreinte de ces ARN antisens peut étre identique a celui du géne codant associé
(Znf127-as) (Jong et al., 1999) ou encore démontrer une réciprocité (IGF2-AS, LITI,
Air, UBE3A4-AS) (Sleutels et al., 2000).

Les régions promotrices des antisens peuvent aussi contenir des ilots CpG qui
sont le plus souvent méthylés sur 1’all¢le inactif. Cependant, I’importance des antisens
au sein des mécanismes de régulation de I’empreinte demeure le sujet d’intenses
investigations. Il a été observé que le transcrit de UBE34-AS est détecté dans le cerveau,
c’est-a-dire au seul endroit o UBE3A est exprimé de manieére monoallélique, alors que
dans les tissus d’expression biallélique UBE3A4-AS est absent (Rougeulle ef al., 1998).
Horike et ses collegues ont démontré que la délétion de la région DMR de LITI
entrainait une perte d’empreinte (LOI) du geéne KvLQTI (Horike et al., 2000; Reik et
Walter, 2001). En plus d’occasionner la répression de KvLQTI, ’altération de ce DMR
modifie I’empreinte de p57°"? (géne localisé prés de KvLQTI, mais ne chevauchant pas
I’antisens LITI)* (Horike ef al., 2000). Ainsi, il semble possible que les ARN antisens

non codants influencent I’expression des genes codants soumis a ’empreinte.

! Les notions quant au réle du géne Xist seront traitées a la section 3.1.2.1. du chapitre 3.

? La relation étroite existante entre les génes KvLQT1, LITI et 575 sera discutée aux sections
2.1.2.2.3.2. et 2.1.2.3. du chapitre 2.
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Transcrit sens

Transcrit antisens (AS)
ARN non codant

Références

Igf2
Igf2r

Xist
UBE34

ZN127
KvLOTI

Igf2-4S8
Air

Tsix
UBE3A4-4S

ZN127-AS
LITI

Moore et al., 1997
Reik et Walter, 2001;
Wutz ef al., 1997

Lee et al, 1999
Sleutels et al., 2000;
Rougeulle et al., 1998
Jong et al., 1999
Smilinich et al., 1999;
Mitsuya et al., 1999

Tableau II: Génes soumis a ’empreinte génomique associés a un transcrit
antisens non codant.
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L’une des explications suggérées jusqu’ici soutient que I’antisens agit en cis, en
tant qu’élément régulateur de I’expression monoallélique, de maniére a réprimer I’un des
alleles (Preece et Moore, 2000; Sleutels et al., 2000). L’antisens pourrait altérer la
structure de la chromatine et les profils de méthylation de I’ADN, empécher
I’accessibilité normale au promoteur ou interférer directement avec I’ADN conduisant
en quelque sorte & une compétition d’expression entre le géne codant et le géne de
I’antisens (Reik et Walter, 2001). Dans le but de mieux comprendre la fonction de H/9,
notre équipe a démontré & 1’aide de transfections stables qu’un antisens H/9 exogeéne
augmentait le niveau d’ARNm d’/GF2 et du peptide IGF-II. De plus, des constructions
incluant la partie codante du gene H19, placée en amont du promoteur d’/GF2 et d’un
géne rapporteur, ont révélé une activité transcriptionnelle amoindrie du géne rapporteur
par rapport aux constructions ne possédant pas H79. Ces observations nous ont permis
d’émettre I’hypotheése que H/9 ait une influence sur /GF2 au niveau transcriptionnel
(Wilkin et al., 2000).!

11 est aussi possible que des ARN non codants puissent simplement étre le reflet
de D’activité d’autres éléments comme des éléments de répression (silencers) ou des

¢léments de frontiére.
1.3.2.5. Eléments de frontiére

Certains facteurs qui conferent & la chromatine un ni\}eau d’organisation
supérieur semblent étre impliqués dans la régulation de I’empreinte génomique. Au
niveau nucléaire, il est connu que la chromatine forme des boucles dont les extrémités
s’attachent, suite a la reconnaissance d’un motif particulier, a la matrice nucléaire via un
complexe protéique, lequel se lierait sur une région de la chromatine nommée élément
de frontiére (Burns et al., 2001). Ces structures que nous désignons MARs ou LARs
entrainent une organisation en domaines de la chromatine et permettent la régulation de

I’expression de plusieurs génes d’une région.

"'11 a aussi été noté que I’ARN de H19 peut étre associé a des polysomes (Li, Y.M. et al., 1998) et, plus
récemment, qu’il contient des sites d’attachement pour la protéine oncofcetale /GF-II mRNA-binding
protein (IMP) (Runge et al., 2000): ceci implique que H79 puisse également assurer une fonction dans
des événements post-transcriptionnels.
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En plus d’étre impliqué dans la méthylation différentielle et 1’inhibition
d’expression, il a été proposé que les centres de controle (IC) assurent la fonction
d’éléments de frontiére. Les génes HI9 et IGF2, par exemple, ont une empreinte
réciproque et compétitionnent pour les mémes ¢éléments amplificateurs de la
transcription (enhancers) situé en 3’ de H19. De plus, nous savons que I’élément de
frontiere en 5° de HI19 (BWSIC1) posseéde une sensibilité accrue a la nucléase pour
’alléle maternel seulement, témoignant d’une conformation d’ADN favorisant la
transcription. Il a été suggéré que I’attachement de cet élément de frontiere a la matrice
nucléaire permette, sur I’alléle maternel spécifiquement, 1’accessibilité des éléments
amplificateur de la transcription au promoteur de H/9. La présence de méthylation au
niveau de I’élément de frontiére sur ’allele paternel empécherait la formation de MARs
et permettrait plutdt I’accés du complexe transcriptionnel au promoteur d’J/GF2.

En plus d’une séquence bien définie, il semble nécessaire qu’une (ou plusieurs)
protéine(s) adaptatrice(s) interagisse(nt) pour former des MARs. Des études récentes
ont identifi¢ une protéine, CTCF, sensible a la méthylation et capable de se lier a la
région hypersensible a la nucléase présente au IC de H79 (Bell et Felsenfeld, 2000; Hark
et al., 2000): protéine déja connue pour son interaction au niveau de la frontiére du locus
de la B-globine (Burns et al., 2001).

L’idée actuelle veut que ces éléments de frontiére, via la modification de la
configuration de la chromatine, séparent les éléments d’amplification de la transcription,
(lorsqu’ils siégent entre ces derniers et des promoteurs) de leurs génes cibles et bloquent

le complexe transcriptionnel.

1.4. ANALYSE EVOLUTIVE

La distribution phylogénique de I’empreinte génomique semble se restreindre
aux plantes angiospermes, a quelques espéces d’insectes, aux marsupiaux (I’empreinte
d’lgf2 et de Igf2r a récemment été confirmée chez I’opossum de I’ Amérique du Sud) et
principalement aux mammiféres euthériens (i.e., placentaires) (De Groot et Hochberg,

1993; John et Surani, 2000). Mentionnons seulement que les effets de ’empreinte n’ont
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pas été démontrés chez les amphibiens, les reptiles, les oiseaux, les lgvures, Drosophila,
Caenorhabditis elegans et Zebrafish (Reik et Walter, 1998; John et Surani, 2000; Jirtle
et al., 2000). |

Des notions soutiennent que les euthériens et les marsupiaux dérivent des
monotrémes (e.g., les ornithorynques): une lignée de mammifeéres primitifs. Cependant,
aucune trace d’empreinte n’a été observée chez ces derniers (John et Surani, 2000;
Killian et al., 2000). En fait, les monotrémes différent des euthériens et des marsupiaux
en ce sens qu’ils possédent des ovocytes riches en vitellus. Le clivage est de type
méroblastique et le développement s’effectue in ovo. Les ovocytes des euthériens et des
marsupiaux se ressemblent beaucoup. IIs ne contiennent pas ou trés peu de vitellus, leur
clivage est holoblastique et leurs blastocytes contiennent des cellules épiblastiques ainsi
que trophoblastiques. Comme le développement des embryons se fait complétement in
utero, via une organisation placentaire, I’apport nutritionnel a ceux-ci est régularisé par
la meére (John et Surani, 2000). Ainsi, un défaut dans le mécanisme est inévitablement
dommageable pour I’embryon, la portée et la mére. Par ailleurs, il est plausible que
I’empreinte se soit développée au moment de la placentation ou encore, lorsqu’apparait

un conflit entre les génomes parentaux (Hall, 1990; Jirtle et al., 2000).

1.5. INTERETS EVOLUTIFS

Etant donné la conservation évolutive marquée entre les génomes murin et
humain, il existe certes des avantages quant a I’avénement de ’empreinte génomique
chez les mammiféres. Pourtant, ces avantages ne sont toujours pas bien définis. A ce
jour, plus de 14 hypothéses ont été proposées pour tenter de les clarifier (Hurst et
McVean, 1998). Les articles de revue écrits par Hall J., Tycko B. et Preece M. et al.
donnent un bon apergu de I’ensemble des hypotheses (Hall, 1990; Tycko, 1994; Preece

et Moore, 2000). Les hypotheses les plus souvent commentées sont énoncées dans ce

travail.
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1.5.1. Théorie du conflit parental

Cette théorie émise par Moore et Haig est sans doute la plus admise (Viville,
1999; Falls et al, 1999; Tilghman, 1999; Preece et Moore, 2000). Selon eux,
I’empreinte se serait développée chez les mammiferes polyandres (ayant divers
géniteurs) sur les bases des divergences d’intéréts reproductifs entre la femelle et le
male. Comme le pere se reproduit de maniére a assurer la dissémination de son
patrimoine génétique, celui-ci s’attend a ce que sa progéniture soit la plus vigoureuse
possible et qu’elle regoive le maximum de ressources provenant de la mére lors de son
développement feetal. De son c6té, la mere doit répartir ses ressources entre sa
progéniture et elle-méme. Elle doit distribuer ses ressources de maniére & favoriser une
croissance feetale adéquate sans toutefois mettre sa propre vie en péril en vue de
grossesses ultérieures. Le modele laisse entendre que les génes exprimés paternellement
promeuvent la croissance alors que les genes exprimés maternellement freinent la
croissance (Hurst et McVean, 1998; Tilghman, 1999).

Le gene d’expression paternelle /gf2 ainsi que les génes d’expression maternelle
HI19 (code pour un ARN non traduit), Igf2r et Grbl0 (code pour une protéine
cytoplasmique) appuient cette théorie (Falls ef al., 1999). Rappelons que I’inactivation
d’Igf2 conduit a un développement feetal restreint. Inversement, ’inactivation de H19,
gene connu comme suppresseur tumoral, entraine I’expression biallélique d’Igf2,
laquelle causera une surcroissance feetale (Leighton ef al., 1995; Morison et Reeve,
1998b). Les genes Igf2r et Grb10 codent pour des protéines interagissant dans le signal
prolifératif d’Zgf2. Nous avons déja mentionné que /gf2r contrble les niveaux d’Igf2 en
le dégradant. Quant & GrbI0, il code pour une protéine capable d’inhiber la
transmission du signal d’Igf2 passant par le récepteur d’Igf! (Igflr). Soulignons
simplement que les effets d’Jgf2 se manifestent principalement via Igf1r (Viville, 1999).
Ainsi, ces exemples illustrent que I’expression paternelle d’un seul géne peut étre
contrdlée a plusieurs niveaux par I’action spécifique de genes maternellement exprimés.

Par ailleurs, en admettant 1’idée du conflit parental, la manifestation du
phénomeéne d’empreinte génomique devrait étre le reflet des comportements sexuels

d’une espece (Jirtle et al., 2000). Une prédiction a été avancée affirmant que ce type de
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régulation génique ne devrait pas étre présent chez les espéces monogames étant donné
les intéréts partagés des parents pour leur progéniture. Cet aspect a été étudié chez deux
espéces de rongeurs: Peromyscus polionotus (espéce monogame) et Peromyscus
maniculatus (espéce polygame). Bien que les profils d’empreinte de ces deux espéces
soient conformes a ceux mentionnés précédemment pour Igf2, Igf2r et H19, les hybrides,
quant a eux, semblent étre incapables de mettre en place des mécanismes d’empreinte
fonctionnels (e.g., les génes HI9 et Igf2r ne présentent pas leur profil d’empreinte
normal). L’hypothése de départ n’est donc pas substantielle. Ces observations
suggerent plutdt ’absence d’une reconnaissance réciproque des signaux de I’empreinte
d’une espece a l'autre. Elles soutiennent un réle de I’empreinte dans la phylogénie

(Jirtle et al., 2000).

1.5.2. Maintien de la reproduction sexuée

Une seconde hypothése suggére que ’empreinte soit apparue de maniére a
prévenir la parthénogenése (Solter, 1988). Ce mode de reproduction est inexistant chez
les mammiféres. Les différences fonctionnelles existant entre le matériel génétique
maternel et paternel pourraient jouer un réle majeur afin de préserver les dimorphismes
sexuels et maintenir la reproduction sexuée (Hall, 1990). Jusqu’a maintenant, les
caractéristiques de D’empreinte n’ont pas été rapportées chez des espéces

parthénogénotes (e.g., oiseaux).

1.5.3. Défense de I’organisme

Dans une autre perspective, I’empreinte découlerait d’un mécanisme de défense
provenant des procaryotes (Barlow, 1993; Preece et Moore, 2000). L’activité des
endonucléases bactériennes permet a ’hote de se protéger contre des séquences d’ADN
¢trangeres. Afin de ne pas mettre en péril ’ADN propre a I’hdte, des groupes méthyles

sont transférés par des ADN méthyltransférases de maniére a prévenir les attaques des
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endonucléases. Il est probable que chez les mammiferes, cette méthylation prévient

I’expression de séquences parasites, comme par exemple des éléments transposables et

des ADN proviraux. Pour soutenir cette affirmation, Jaenisch et al. ont démontré que

I’inhibition des ADN méthyltranférases était impliquée dans ’activation de rétrovirus

(Jaenisch et al., 1985; Falls et al., 1999).

1.5.4. Hypotheéses diverses

Plusieurs autres hypothéses peuvent également étre considérées. Enumérées ici

par ordre chronologique de publication, nous pouvons considérer I’hypothése:

se rapportant au contrdle et a la flexibilité des geénes pendant la croissance et le
développement. L’utilisation d’une seule copie du géne permet de garder en réserve
une copie pouvant étre utilisée dans les cas critiques de croissance rapide (Hall,
1990);

attribuant a ’empreinte un réle dans la défense immunologique. Jusqu’ici aucune
évidence expérimentale n’appuie cette théorie (Hall, 1990);

suggérant que 1’empreinte soit le reflet d’un processus de modification dominante
pouvant avoir été essentiel dans les mécanismes de contrdle pour le développement
embryonnaire et la différenciation tissulaire (Hall, 1990);

désignant I’empreinte comme phénomeéne contribuant au maintien de la diploidie
lors de la division cellulaire (Tycko, 1994);

soutenant que I’empreinte soit un mécanisme de protection des femelles

mammiferes contre les maladies malignes trophoblastiques (Preece et Moore, 2000).

Jusqu’ici, la théorie du conflit parental demeure sans doute la plus plausible.

Bien que ces derniéres affirmations sont plus spéculatives, elles méritent d’étre gardées

en mémoire.
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1.6. CONSEQUENCES CLINIQUES

Les mécanismes de ’empreinte génomique contrdlent I’expression des genes
suivant une spécificité tissulaire et selon diverses périodes de développement.
L’interruption de 1'un des mécanismes régissant cette forme de régulation
transcriptionnelle entraine inévitablement des désordres humains (Deal, 1995; Yu et al.,
1999; Falls et al., 1999; Bishop et al., 2000).

L’altération de I’empreinte peut conduire & 1’oncogenese lorsque la seule copie
d’un géne inhibiteur de la croissance (génes souvent exprimés maternellement) n’est pas
transcrite. En effet, dans diverses tumeurs embryonnaires (e.g., tumeurs de Wilms,
rhabdomyosarcomes) la perte d’hétérozygosité (LOH) maternelle pour 11pl5.5 est
observée, ce qui signifie que I’alléle maternel est perdu résultant en une contribution
paternelle unique. De plus, dans le cas de genes promoteurs de croissance (souvent
exprimés paternellement), la perte de I’empreinte ou relaxation de ’empreinte (LOI)
(ie., expression biallélique d’un géne soumis a I’empreinte) peut conduire au double
dosage du produit du géne et & une surcroissance. L’isodisomie paternelle (UPD)
observée dans le Syndrome de Beckwith-Wiedemann (BWS) est un exemple bien
connu. Mis & part les phénoménes de LOH et d’'UPD, une empreinte défectueuse
causée, par exemple, par des épimutations, lesquelles entrainent une LOI, peut suffire a
causer des désordres pédiatriques tels que le Syndrome de Prader Willi (PWS) et le
Syndrome d’Angelman (AS). Il a également été démontré que des loci imprimés
défectueux peuvent étre impliqués dans 1’oncogenése adulte (tumeurs mammaires,
tumeurs ovariennes, tumeurs colorectales, médulloblastome) ainsi que dans des

désordres neurologiques et comportementaux (Yu et al., 1999; Bishop et al., 2000).

L’intérét principal de mes travaux de maitrise consiste & mieux comprendre le
role que peut tenir I’empreinte génomique dans deux pathologies humaines: le
Syndrome de Beckwith-Wiedemann et le Syndrome de Turner.

Le second chapitre porte sur I’étude d’une paire de jumelles monozygotiques
discordantes pour le BWS. Mes travaux s’attardent au locus 11p15.5, région

chromosomique associée  cette condition et si¢ge de plusieurs génes bien caractérisés et
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soumis a ’empreinte. Le but de I’étude visait & déterminer la présence d’une
discordance du profil de méthylation au centre de contrdle de I’empreinte BWSIC1 entre
la patiente atteinte et sa jumelle non atteinte.

Le troisieme chapitre décrit mon travail expérimental effectué sur une cohorte de
patientes atteintes du Syndrome de Turner: une autre pathologie impliquant
possiblement I’empreinte parentale au niveau d’un(des) locus(ci) sur le chromosome X.
Bien que ce projet soit présentement en cours, ma contribution au fil de cette maitrise
s’est concentrée sur la mise au point technique et ce, afin de pouvoir assigner ’origine
parentale du chromosome X intact. Cette étude nous permettra de mieux comprendre la
relation entre certains traits phénotypiques spécifiques au TS et I’origine parentale du

chromosome X.



CHAPITRE 2

EMPREINTE GENOMIQUE DANS LE CONTEXTE DE JUMELLES
MONOZYGOTIQUES DISCORDANTES POUR LE SYNDROME DE
BECKWITH-WIEDEMANN
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2.1. REVUEDE LA LITTERATURE

A ce jour, I'étiologie du Syndrome de Beckwith-Wiedemann n'est pas
complétement élucidée. Des résultats expérimentaux démontrent toutefois que la
pénétrance des traits phénotypiques est spécifique a l'origine parentale de l'alléle hérité,
désignant ainsi l'empreinte génomique comme mode de transmission héréditaire
impliqué dans ce désordre génétique. L'investigation moléculaire du BWS est cruciale
pour la compréhension des mécanismes de I'empreinte génomique ainsi que pour

I'amélioration du diagnostic et du suivi clinique de ce syndrome.

2.1.1. Caractérisation clinique du BWS

Depuis les premicres descriptions cliniques d'individus atteints du BWS en 1963-
1964 par Beckwith et Wiedemann, de nombreux cas ont été rapportés (Wiedemann,
1964; Beckwith, 1969; Elias et al., 1998). L'incidence du BWS est estimée a 1:13 700
naissances. Celles-ci suivent une distribution équivalente en ce qui concerne le sexe des
individus affectés (Cohen, 2000). Ce syndrome consiste en une surcroissance prénatale
et postnatale associée a une importante variété d'anomalies congénitales. Les défauts de
la paroi abdominale antérieure: hernie ombilicale ou exomphalocéle dans les cas plus
séveres (80% des cas), la maéroglossie (97% des cas) et la macrosomie (88% des cas)
sont les trois particularités fondamentales présentes & la naissance (Elliott et al., 1994;
Elias et al., 1998; OMIM #130650). Parmi les troubles fréquemment rencontrés, notons
également des anomalies de croissance: une viscéromégalie (foie, rate, rein, pancréas et
ceeur (occasionnellement)), une hémihypertrophie (surcroissance unilatérale du corps),
une cytomégalie surrénalienne et une hyperplasie des cellules B des ilots de Langerhans,
causant une hypoglycémie néonatale secondaire a une hyperinsulinémie transitoire ou
prolongée (50% des cas) (Elias et al.,, 1998; Cohen, 2000; Sperling, 2000; Munns et
Batch, 2001).

Il existe aussi des traits craniofaciaux classiques chez ces sujets. Il n'est pas rare
d'observer un nzvus flammeus facial, des rides auriculaires (signe distinctif), un occiput

proéminent, une hypoplasie des maxillaires ainsi qu'une ensellure nasale large et aplatie.
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D'autres malformations peuvent également étre retrouvées a des fréquences diverses
telles des anomalies génito-urinaires, cardiaques et gastrointestinales ainsi que de la
polydactylie, une fente palatine et des mamelons supernuméraires (Elias ef al., 1998).

Les patients souffrant du BWS sont exposés a 5-10% de risque de développer des
tumeurs embryonnaires (Falls ef al., 1999). Le risque semble 1égérement plus élevé
(12.5%) lorsque 1’enfant présente une hémihypertrophie (Wiedemann, 1983; Weksberg
et Squire, 1996). L’age constitue un autre paramétre faisant varier le risque de
développement tumoral. La majorité des cancers se révéleront avant I’dge de 5 ans et
apparemment tous, avant I’dge de 10 ans (Elias et al., 1998). Le type de cancer le plus
fréquent se manifeste sous forme de tumeurs de Wilms, lesquelles sont des tumeurs
rénales (néphroblastomes) (50-60% des cas) (Lalande, 1997). L’incidence de ces
derniers est de mille fois plus élevée chez les patients atteints du BWS que chez les
sujets sains (Feinberg, 1998; Falls et al., 1999). De plus, diverses tumeurs malignes
incluant des hépatoblasmes, des carcinomes surrénaliens (15% des cas), des
rhabdomyosarcomes, des neuroblastomes et des glioblastomes (plus rares) sont aussi
caractéristiques du BWS (Weksberg et Squire, 1996; Lalande, 1997; Elias et al., 1998).

1l est maintenant possible d’établir un diagnostic prénatal. Ainsi, la détection
dun placenta élargi, d'un polyhydramnios, d'un long cordon ombilical et d'une
croissance foetale excessive sont tous des indices pouvant éveiller des soupgons quant a
la présence d'un BWS lors d'une grossesse (Weng et al., 1995; Elias et al., 1998;
Weksberg et Shuman, 2000; OMIM #130650).

Normalement, les complications associées a cette condition surviennent a la
naissance ou tres tot dans ’enfance. Il semble qu’elles s’atténuent a ’adolescence et a
I’age adulte. Par exemple, la vélocité de croissance se situe au-dessus du quatre-vingt
dixidme centile avant ’dge de 4 a4 6 ans alors que par la suite, elle diminue
considérablement et redevient normale (Elias ef al., 1998). Bien qu’habituellement le
développement de ces enfants s’effectue convenablement, ils peuvent parfois étre
atteints de retards psychomoteurs et mentaux. Ces retards peuvent étre secondaires a un
traitement insuffisant de I’hypoglycémie néonatale ou encore & leurs lourds antécedents
médicaux (macroglossie: difficultés respiratoires et alimentaires; omphalocgle:

chirurgies répétitives) (Elliott et Maher, 1994). Martinez ef al. rapportent 6 cas de retard
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mental sur 39 cas de BWS, dont un causé par une hypoglycémie néonatale (OMIM
#130650; Martinez et al., 1992). En ce qui concerne le taux de mortalité associé au
BWS, il se situe approximativement entre 10-20% (Elliott et Maher, 1994; Weksberg et
Shuman, 2000). Ces nombreux décés sont aussi la conséquence de multiples
complications présentes des la naissance telles 'omphalocele et la macroglossie, laquelle
empéche souvent une alimentation adéquate. L'hypoglycémie néonatale et la
tumorogenese sont aussi des facteurs contribuant a la mortalité et la morbidité qui sont

importants a considérer (Weksberg et Shuman, 2000).

2.1.2. Génétique du BWS

2.1.2.1. Mode de transmission

La variabilité phénotypique qui existe dans la population du BWS est en accord
avec I’hétérogénéité génétique observée. Les profils de transmission du syndrome sont
complexes. Les patients peuvent étre répartis en 3 sous-groupes principaux 2 travers
lesquels de nombreux indices rendent perceptibles les effets de I’empreinte génomique
dans la pathogenése de ce syndrome (Tableau III) (Maher et Reik, 2000; Weksberg et
Shuman, 2000). Dans la majorité des cas (85%), la transmission des caractéres se
présente de manicre sporadique. Parmi ces derniers, il est possible d’observer un
phénoméne d’UPD pour le chromosome 11p d’origine paternelle (Henry ef al., 1991).
De plus, le BWS peut étre transmis de maniére autosomale dominante avec une
expressivité variable et une pénétrance incompléte dans 10-15% des cas. Une étude
effectuée par Moutou et al. a révélé que la pénétrance du phénotype chez ces patients est
toujours plus élevée lorsque le chromosome déficient est transmis par la mére (Moutou
et al., 1992). Deux raisons ont été proposées. D’abord, il semble que la fécondité des
hommes atteints soit réduite comparée a celle des femmes atteintes et ce, suivant un ratio
de 1:4.6. Les chercheurs soutiennent également que le risque d’étre affecté est de 1:3
lorsque le sujet hérite du défaut par son pére (Moutou et al., 1992) alors qu’il est

supérieur a 50% lorsque I’anomalie est transmise maternellement (Weksberg et Shuman,
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2000); ceci apportant une évidence concréte appuyant le role de ’empreinte génomique
dans ’étiologie du BWS. Finalement, il est rare, dans la population BWS, d’observer
des patients porteurs d’anomalies caryotypiques. En fait, nous les retrouvons dans < 2%
des cas, incluant les patients possédant un profil sporadique et familial. Dans cette
situation, il est possible que les analyses cytogénétiques révélent la présence d’une
duplication (différente de 1'UPD) d’origine paternelle ou encore la présence de
réarrangements balancés d’origine maternelle tels une translocation ou une inversion de

la région 11p15.5 (Mannens et al., 1994).
2.1.2.2. Organisation moléculaire du chromosome 11p15.5

En 1989, par I’intermédiaire d’analyses de liaison effectuées chez des patients
BWS présentant un pedigree autosomal dominant ainsi que par la détection d’anomalies
chromosomiques en 11p15.5 chez des patients sporadiques, le BWS a pu étre
génétiquement cartographié sur le chromosome 11 et plus spécifiquement dans la région
p15.5 (Ping et al., 1989; Koufos et al., 1989). Cette association chromosomique est
soutenue ’année suivante par Weksberg et al. lorsqu’une duplication en 11p15.5
comprenant le géne IGF2 est mise en évidence dans une sous-population de patients
BWS (Weksberg et al., 1990). La région 11p15.5 est bien connue pour contenir des
geénes soumis a I’empreinte parentale puisque des LOH impliquant I’alléle d’origine
maternelle ont souvent été décrites dans des tumeurs de Wilms, dans plusieurs autres
tumeurs embryonnaires ainsi que dans des cancers trouvés chez 1’adulte (Mannens et al.,
1994). Ce locus couvre une région approximative de 1 Mb dont I’organisation
moléculaire est caractérisée par la présence d’éléments régulateurs particuliers
(Engemann et al., 2000). Jusqu’a maintenant, presque tous les génes identifiés sont
soumis & ’empreinte génomique comptant parmi eux un nombre plus important de
geénes d’expression maternelle que paternelle (Fig. 4) (Maher et Reik, 2000; Reik et
Walter, 2001). Toutefois, quelques génes d’expression biparentale semblent diviser le
locus en deux sous-domaines ou I’expression génique est sous le contrble des
mécanismes de I’empreinte (Lee et al., 1999). A la lumiére des observations cliniques et

moléculaires, le BWS est désigné comme étant un syndrome multigénique causé par des
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altérations de génes régulateurs de croissance situés dans cette région. A I’heure
actuelle, IGF2, H19, p5 7KIP? KvLQTI et LITI sont les génes les mieux étudiés. Ils sont

reconnus pour assurer une fonction de stimulateur ou encore d’inhibiteur de croissance.

2.1.2.2.1. Génes candidats

2.1.2.2.1.1. IGF2

Le gene /GF2 code pour un facteur de croissance et de différenciation cellulaire
ayant un r6le important dans le développement fcetal et postnatal normal ainsi que dans
la tumorogenese (Stewart et Rotwein, 1996). La structure du géne est complexe et son
expression est régulée a plusieurs niveaux (transcription, traduction, maturation de
PARNm) en plus d’étre sous linfluence de facteurs épigénétiques.  L’unité
transcriptionnelle d’JGF2 comprend 10 exons, 2 sites de polyadénylation ainsi que 4
promoteurs distincts (P1, P2, P3 et P4), lesquels donnent naissance a 6 transcrits de taille
variable issus d’épissages alternatifs (Rotwein, 1999). L’activité transcriptionnelle
respective des promoteurs dépend de I’origine tissulaire et du stade développemental
(Holthuizen et al., 1999). P1 contrble I’expression biallélique d’/GF2 tandis que P2, P3
et P4 contrblent son expression monoallélique paternelle (Vu et Hoffman, 1994). Au
cours de la vie feetale, IGF2 est exprimé aux dépens de 1’alléle paternel dans ’ensemble
des tissus embryonnaires a I’exception du plexus choroide et des leptoméninges. Aprés
la naissance les profils d’expression changent. Bien que ’empreinte persiste dans le
ceeur, le cerveau (excluant le plexus choroide et les leptoméninges), les reins, les
muscles, la peau et les organes reproducteurs, I’JGF?2 circulant provient majoritairement
du foie adulte ou I’expression est biallélique.

L’impact d’une expression biallélique d’JGF2 (relaxation de ’empreinte) a été
intensivement étudié dans de multiples tumeurs embryonnaires par exemple, les
rhabdomyosarcomes et les hépatoblastomes. Il se trouve également que la production
d’ARNm est augmentée dans les tumeurs de Wilms, type tumoral souvent rencontré
dans le BWS, comparativement au tissu rénal adjacent (Reeve et al, 1985). Il a

¢galement €té démontré que I’ARNm d’/GF?2 et le peptide (IGF-II) n’étaient augmentés
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que dans la demi-langue hypertrophiée d’un patient BWS et, que les tissus exprimant les
taux les plus élevés d’JGF2 pendant la vie intra-utérine correspondent aux sites
d’organomégalie retrouvés dans ce syndrome (Hedborg et al., 1994). Ces observations
sont en faveur d’une fonction pour /GF2 en tant que facteur de croissance embryonnaire
(Ogawa et al., 1993). Les indications d’un role d’IGF2 dans le BWS ont été présentées
par Sun et al.. (Sun et al., 1997). lls ont démontré, au moyen de cellules embryonnaires
souches, que lintroduction d’un transgéne Jgf2 chez la souris entrainait une
surexpression d’Igf2, résultant en I’apparition de plusieurs symptdmes associés au BWS
tels une croissance prénatale excessive, un polyhydramnios, une macroglossie, une
incidence de létalité feetale et néonatale ainsi que des anomalies squelettiques.

Cependant, aucun omphalocéle ni prédisposition tumorale n’ont été mis en évidence.
2.1.2.2.1.2. HI19

Le géne HI9 est localisé 110 & 200 kb télomérique d’IGF2 et code pour un
ARNm biologiquement fonctionnel, mais non traduit (Brannan et al., 1990; Zemel et al.,
1992; Hurst et Smith, 1999). L’empreinte parentale de H19 (i.e., expression maternelle)
est réciproque a celle d’JGF2. A la base de plusieurs résultats expérimentaux, il a été
démontré qu’il existe une régulation coordonnée entre ces derniers. En effet, H19
posséde des patrons d’expression similaires & /GF2. Nous retrouvons son transcrit dans
divers tissus embryonnaires et feetaux a 1’exception particuliere du plexus choroide et
des leptoméninges: tissus dans lesquels IGF2 est bialléliquement exprimé (Ohlsson et
al., 1994). Une croissance somatique excessive analogue a celle retrouvée dans le BWS
a été décrite chez des souris invalidées pour H19. Cette croissance anormale résulte en
réalité d’une surexpression d’Igf2 (Leighton et al, 1995). La méthylation allélique
différentielle du géne HI19 est reconnue pour étre nécessaire a la régulation de son
expression. L’invalidation du géne de la DNA méthyltransférase chez la souris a permis
de démontrer que Ialtération de la méthylation au niveau de HI9 coincide avec son
expression biallélique ainsi qu’en I’absence du peptide IGF-II (Li et al, 1992). Par
ailleurs, un role de suppresseur tumoral a été assigné 8 ’ARNm de HI19 suite a des

études in vitro (Hao et al., 1993; Wilkin et al., 2000). Dans des tumeurs de Wilms, une
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méthylation anormale de la copie maternelle entraine la relaxation de I’empreinte de

H19, soit la répression de ce dernier (Moulton ef al., 1994).
2.1.2.2.1.3. p57°F?

pS 752 ¢ode pour un puissant inhibiteur de plusieurs complexes cyclines
dépendantes des kinases (CDK), lesquelles sont les régulateurs principaux du cycle
cellulaire (Matsuoka et al., 1995). Cette protéine intervient en phase G1 du cycle
cellulaire et favorise I’arrét de la prolifération et de la différentiation cellulaire. Par cette
capacité a controler négativement la prolifération cellulaire en plus de sa localisation

chromosomique en 11pl5.5, p57K1P ?

est considéré comme un gene candidat de
suppression tumorale (Harper et Elledge, 1996). Chez I’humain, p5 7KIP2 est également
sujet 4 Dempreinte génomique (Matsuoka er al, 1996). L’expression est
préférentiellement, mais pas exclusivement, assurée par I’allele maternel. L’alléle
paternel est exprimé & de faibles niveaux dans de multiples tissus ainsi qu’a des niveaux
comparables 4 1’alléle maternel dans le cerveau feetal et dans quelques tumeurs
embryonnaires (Matsuoka et al., 1996). Etonnamment, le traitement des fibroblastes a
I’IGF-II induit une diminution de I’expression de p5 7%P? de maniére dépendante de la
dose, ce qui suggére que I’expression réduite de p5 752 pourrait étre I’une des causes
induisant le phénotype associé au BWS (Grandjean et al., 2000).

Les résultats d’investigations entreprises chez des patients BWS sporadiques (5-
10%) et familiaux (30-50%) ont permis d’identifier des mutations germinales dans
p57XF (Hatada et al., 1996; Hatada et al., 1997; O'Keefe et al., 1997; Lam et al., 1999;
Li et al., 2001). Drailleurs, p57%**

comme cible de mutations fonctionnelles dans ce syndrome. Etant donné I’existence

est le seul géne jusqu’a maintenant a étre retrouvé

d’une grande homologie entre le locus 11p15.5 humain et le chromosome 7 murin, les
études d’invalidation de p5 7KP2 chez la souris renforcent 1’association de ce dernier dans
la pathogenése du BWS. La prolifération et la différentiation cellulaire sont altérées
chez ces souris. Ceci entraine le développement de défauts du muscle abdominal
(omphaloceéle), d’une fente palatine, d’une dysplasiec médullaire rénale, d’une

cytomégalie ainsi que d’une hyperplasie du cortex surrénalien (Zhang ef al., 1997).
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Récemment, le role de p57°% dans le développement a €té approfondi lors d’analyses
immunohistochimiques de son expression spatiale et temporelle au cours de
’embryogenése chez la souris (Nagahama et al., 2001). p57°P ? $>avére étre essentiel au
niveau du cerveau, des yeux, des ganglions, des poumons, du ceeur, du foie, de la peau,
des reins, des intestins, du pancréas, du palais, du cartilage et des muscles squelettiques.
Plusieurs de ces tissus sont atteints dans le BWS. Ainsi, il est d’une importance capitale
de comprendre [’étroite relation qui existe entre la régulation du cycle cellulaire et le
contrdle du développement et ce, afin de savoir de quelle maniére la perturbation de ces
mécanismes laisse place a la carcinogenése retrouvée a une fréquence élevée dans la

population BWS.

2.1.2.2.1.4. KvLQTI etLIT1

Le géne KvLQTI est bien caractérisé pour son implicatioﬁ dans des troubles
d’arythmie cardiaque tels que rencontrés dans le syndrome de I’intervalle QT prolonge
(Long QT Syndrome), maladie non soumise a I’empreinte (OMIM # 192500). Toutefois,
KvLOT]I est également impliqué dans le BWS. Lee et al. ont démontré que la séquence
du géne est interrompue a plusieurs des sites de remaniements chromosomiques
germinaux décrits chez des patients BWS ainsi qu’a D’endroit d’une translocation
balancée dans des tumeurs rhabdoides embryonnaires (Lee et al., 1997b). Ce gene de 19
exons couvre une région de plus de 400 kb centromérique d’JGF2 (Neyroud et al., 1999).
1l code pour un canal potassique dépendant du voltage, lequel se présente, a ’exemple
d’IGF2, sous plusieurs isoformes dont I’expression spécifique témoigne d’une spécificité
tissulaire. Parmi les 4 isoformes de KvLQTI, deux ne sont pas traduits. Bien que
I’isoforme 2 soit exprimée exclusivement dans le tissu cardiaque feetal en plus de
posséder une expression biallélique, KvLQTI est généralement soumis a I’empreinte
génomique dans 1’embryon alors que ’allele maternel est préféreﬁtiellement exprimeé
(Lee et al., 1997b). Cependant, les mécanismes par lesquels les aberrations d’expression
d’un canal potassique peuvent entrainer des anomalies de la croissance aussi séveres que

celles caractérisant le BWS demeurent indéterminés.
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Par ailleurs, I’utilisation d’un chromosome 11 paternel ou maternel dans un
systétme d’hybrides monochromosomiques mis au point par Mitsuya et al. a permis
d’identifier, & lintérieur du domaine de KvLQT1, le transcrit antisens LIT1 (Mitsuya et
al., 1999). LITI, mis pour «long QT intronic transcript-1», est un nouvel ARN
normalement exprimé par I’alléle paternel dans une diversite tissulaire, lequel coincide
avec la copie réprimée de KvLQTI (Lee et al, 1999b). Dans une proportion
approximative de 50%, Lee et al. ont aussi remarqué qu’une LOI de LIT] affectait les
patients atteints du BWS (Lee et al., 1999b). La modification du profil d’empreinte de
LITI, résultant en son expression biallélique, semble grandement contribuer a la
pathogenése du BWS, mais aucunement au développement de tumeurs de Wilms
(Mitsuya et al., 1999). Jusqu’a maintenant, aucune fonction spécifique n’est attribuée a
cet antisens.

Conjointement, la description fréquente des LOI pour LITI et interruption de
KvLQTI dans la sous-population de patients présentant des réarrangements
chromosomiques laissent supposer qu’un élément régulateur de ’empreinte (e.g., une
région différentiellement méthylée agissant comme centre de contr6le de 1’empreinte)

soit présent dans cette région (Smilinich et al., 1999).!

De plus, la découverte et la caractérisation fonctionnelle de nouveaux geénes en
11p15.5 ne cessent de s’accroitre et d’augmenter la complexité moléculaire de ce locus:
mentionnons entre autre les génes TSSC3, TSSC5, MTRI, TSSC4, TSSC6, ASCL2,
STIM1, BM88 (Keith et Machin, 1997; Alders et al., 1997; Lee et al., 1998; Lee et al.,
1999; Muller ef al., 2000; Prawitt et al., 2000; Gaitanou et al., 2001). Ces derniers,
soumis & ’empreinte génomique ou non, doivent étre considérés comme des candidats
potentiels pouvant interagir dans le développement des caractéres phénotypiques propres

au BWS. Plusieurs d’entre eux pourraient également intervenir fonctionnellement lors

d’événements de suppression tumorale.

I Cette notion est plus explicitement discutée a la section 2.1.2.2.3.2. de ce chapitre.
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2.1.2.2.2. Régions de réarrangements chromosomigues

BWSCR

Le locus 11p15.5 renferme trois régions de cassures associées aux remaniements
chromosomiques transmis maternellement et décrits dans les cas BWS ot se manifestent
des anomalies cytogénétiques (< 1% des cas) (Figure 4, Tableau IIT). BWSCRI se situe
a environ 200 a 300 Kb centromérique du geéne /GF2 et interrompt réguliérement la
séquence du géne KvLQT! (Hoovers et al., 1995; Alders et al., 2000). Les défauts de
BWSCRI1 s’expriment dans 80% des cas. Pour ce qui est des régions BWSCR2 et
BWSCR3, elles se situent respectivement a 5 et 7 Mb de BWSCRI1. Les réarrangements
qui leur sont propres représentent une incidence de 20%. Bien que peu soit connu sur
ces derniéres régions, il a été suggéré par Alders et al., considérant la proximité des
points de cassures et I’hétérogénéité phénotypique des patientes, que BWSCR2 et
BWSCR3 pouvaient influencer certaines composantes du systétme BWSCRI1/IGF2
(Alders et al., 2000). Dr’ailleurs, le méme groupe a révélé récemment 1’existence d’un
nouveau gene, ZNF215, exprimé maternellement de maniére tissu-spécifique. ZNF215
possede 5 transcrits distincts dont 2 sont interrompus lors des réarrangements au site
BWSCR2. Néanmoins, plusieurs investigations demeurent nécessaires afin de pouvoir

lui attribuer une fonction dans le BWS.

2.1.2.2.3. Centres de contrdle de ’empreinte

La notion de «centre de controle de I’empreinte» (IC) a préalablement été
introduite a la section 1.3. du chapitre précédent. Dans un premier temps, nous
désignons une région comme IC lorsque une marque épigénétique, le plus souvent la
meéthylation, est établie dans la lignée germinale. Sa définition fonctionnelle est, dans
un second temps, fondée sur la manifestation d’une LOI de certains génes voisins
lorsque cette région est interrompue. (John et al.,, 2001) En 11p15.5, deux IC ont été
caractérisés jusqu’a maintenant: BWSIC1 et BWSIC2 (Figure 4). Aucun doute ne

persiste quant a leur importance dans le BWS.
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2.1.2.2.3.1. BWSICI

BWSIC1 est le domaine de contrdle qui assure la régulation du profil
d’empreinte réciproque des génes HI19 et IGF2: empreintes souvent perturbées dans le
BWS. La régulation de leur expression dépend, en partie, d’une séquence contenant un
¢lément de répétition localisé en amont du géne H19 (Frevel et al., 1999a). BWSICI1
arbore une méthylation différentielle spécifique a Ialléle inactif paternel, laquelle est
maintenue au cours du développement. BWSICI est riche en ilots CpG et se situe
précisément dans un intervalle de —2 kb a —5.3 kb par rapport au site du début de la
transcription de HI19 (Jinno et al., 1996; Frevel et al., 1999a). Préalablement, la
caractérisation de cette région découle d'études effectuées chez la souris. En effet,
Thorvaldsen ef al. ont démontré que la délétion d’une séquence en 5° de H19, similaire a
celle définie chez I’humain, entraine I’activation de H19 et I’inactivation d’Igf2 lorsque
la mutation est héritée du pére. Inversement, la transmission maternelle de cette méme
délétion provoque de fagon concomitante la répression de H19 ainsi que I'activation
d’Igf2 (Thorvaldsen et al., 1998). Chez I’humain, la LOI d&’IGF2 dans le BWS et dans
les tumeurs de Wilms est associée a la répression transcriptionnelle ainsi qu’a
I’hyperméthylation de 1’alléle maternel du géne H19 (Rainier et al., 1993; Reik et al.,
1995).  Cette constatation permet d’émettre I’hypothése que, tres tot dans le
développement embryonnaire, la méthylation anormale de I’alléle maternel de H19 au
site BWSIC1 entraine sa répression, ce qui favorise la relaxation de I’empreinte d’J/GF2
et confere aux cellules ciblées un avantage de croissance marqué. Dans les tumeurs de
Wilms caractérisées par une LOI d’/GF2, Frevel et al. ont su démontrer qu’il y avait
effectivement présence d’une méthylation biallélique au site BWSIC1 alors qu’un profil
de méthylation normal est observé dans les tumeurs ne présentant pas de LOI (Frevel et
al., 1999b). Par ailleurs, I’homologie de I’élément de répétition entre les espéces, mise
en évidence par le méme laboratoire (Frevel et al., 1999a), laisse envisager I’existence
d’un site de liaison protéique essentiel au contrdle de 1’empreinte des génes adjacents,
comme HI9 et IGF2 (Hark et Tilghman, 1998). En ce sens, Bell et Felsenfeld ont
récemment extrapolé sur la fonction d’une protéine, CTCF, sensible a la méthylation

(Bell et Felsenfeld, 2000; Hark et al., 2000). Leur hypothése suggere que la méthylation
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de la région BWSIC1 contrdle ’expression des génes soumis & I’empreinte en limitant
Pacceés de certains éléments d’amplification de la transcription (e.g., enhancers) au

promoteur par I’intermédiaire d’une protéine (Notion de frontiére).
2.1.2.2.3.2. BWSIC2

L’une des premiéres évidences en faveur de I’existence d’un second centre de
contrdle de ’empreinte (BWSIC2) vient d’une étude démontrant qu’une LOI d’/GF2
peut étre observée en absence d’anomalie épigénétique pour H19 (Brown et al., 1996).
Le patient atteint du BWS étudié par ce groupe présentait une inversion (inv(11) (p11.2;
p15.5)) maternellement héritée affectant la région BWSCRI1. Par la suite, le laboratoire
de Higgins (Smilinich ef al., 1999) a en effet établi I’existence d’un deuxiéme domaine
de méthylation différentielle (KvDMR1) localisé dans une région intronique de KvLQT!
qui chevauche la séquence de I’antisens LIT/. BWSIC2 se trouve a environ 300 kb de
BWSICI et est composé d’ilots CpG méthylés maternellement, lesquels sont hautement
conservés au cours de I’évolution et dérivés de la lignée germinale (Engemann et al.,
2000). Ainsi, lorsque KvDMRI est méthylé, 1’allele maternel exprime KvLQTI et
Pantisens LITI est inactivé alors que I’absence de méthylation sur I’alléle paternel
entraine D’activation de LIT] et la répression de KvLQTI. Ce type d’association
moléculaire (CpG-sens/antisens) n’est pas inhabituellement rencontré dans des
pathologies soumises a I’empreinte génomique. Un centre de contrdle similaire a déja
été décrit au site chromosomique 15q11-q13 impliqué dans les syndromes PW et AS
(Nicholls et al., 1998). Nous avons mentionné qu’une nette majorité de patients atteints
du BWS présentent une LOI du gene LITI, dans laquelle ’expression de LITI
antagonise I’expression de KvLQTI. Il s’avere que ceux-ci démontrent également une
perte de méthylation (LOM) de I’all¢le maternel au niveau des ilots CpG de BWSIC2
(Lee et al., 1999b). Ces derniéres observations suggérent qu’il existe une fonction pour
BWSIC2 dans la régulation de I’empreinte génomique ainsi que dans la pathogenése du
BWS.  Toutefois, il est également probable que des éléments régulateurs-cis

interagissant ou non avec BWSIC2 dans la régulation de I’empreinte des génes
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environnants (e.g., p575%) existent et soient impliqués dans 1’étiologie du BWS

(Feinberg, 2000; John et al., 2001).

2.1.2.3.  Pathogenése moléculaire du BWS: Interactions des divers

éléments régulateurs

La complexité phénotypique et génotypique du BWS ne simplifient pas la
compréhension des mécanismes moléculaires. Les notions connues quant aux diverses
altérations moléculaires pouvant définir I’étiologie du BWS sont résumées au Tableau
IIl. Les observations en ce qui a trait aux réarrangements chromosomiques maternels,
aux duplications d’origine paternelle ainsi qu’a I’incidence d’UPD paternelle de la
région 11p15.5 chez les patients atteints du BWS sont en accord avec la présence de
geénes inhibiteurs de croissance d’origine maternelle (e.g., p57°"? HI 9) et de génes
promoteurs de croissance d’origine paternelle (e.g., IGF2). Ainsi, les caractéristiques
cliniques et la prédisposition tumorale sont les conséquences d’un déséquilibre entre une
expression accrue de ces génes paternels et une réduction ou une absence d’expression
des génes maternels. A I’heure actuelle, IGF2 et pS7%F? ainsi que les deux régions de
contrble de I’empreinte (BWSIC1 et BWSIC2) semblent étre les facteurs contribuant
fortement a la pathogenése du syndrome.

Le géne IGF2 a longtemps été considéré comme le candidat principal dans le
BWS. En effet, la LOI d’IGF2, ce qui signifie que ce facteur de croissance
embryonnaire est exprimé anormalement par les deux alléles parentaux, est I’événement
moléculaire le plus souvent rencontré dans le BWS et dans les tumeurs de Wilms.
L’expression biallélique d’JGF2 découle d’une UPD paternelle dans 10 & 20% des cas
sporadiques (Li, M. et al., 1998). Toutes les situations d’UPD se manifestent sous forme
de mosaicisme. De plus, I’isodisomie n’implique que la région 11p15.5. Cet événement
découle de recombinaisons somatiques post-zygotiques laissant place a une double
contribution du matériel génétique paternel ainsi qu’a 1’absence d’une contribution
maternelle. Du point de vue phénotypique, I’hémihypertrophie et I’hémimacroglossie
décrites pour plusieurs patients BWS sont des signes évidents de la présence

d’événements reliés au mosaicisme. Puisque dans des circonstances d’UPD les profils
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épigénétiques des génes soumis a I’empreinte sont aussi d’origine paternelle, nous
pouvons par déduction nous attendre a trouver une hyperméthylation du géne H19 et une
hypométhylation de KvDMR1 entrainant une LOI du geéne LIT].

De plus, la LOI d’IGF?2 affecte plus de 50% des patients ne présentant aucune
anomalie cytogénétique (Reik et Maher, 1997, Maher et Reik, 2000). Un premier
mécanisme dépendant des changements épigénétiques de HI9 est a Dorigine de
I’expression biallélique d’JGF2 dans un faible pourcentage de patients sporadiques (5-
10%) (Reik et al., 1995; Catchpoole et al., 1997). Plusieurs modeles expérimentaux
soutenant l’existence d’une corégulation de I’empreinte de HI9 et d’IGF2 ont ét¢
énoncés aux sections 2.1.2.2.1 et 2.1.2.2.3 de ce chapitre. Ainsi, pour cette catégorie
spécifique de patients, nous constatons 1’absence de cette réciprocité. La LOI d’IGF2
est associée a une perte fonctionnelle du centre de contréle BWSICI, soit a une
méthylation de 1’alléle maternel actif de H79. En d’autres mots, un défaut au niveau de
BWSIC1 se définit par I’hyperméthylation de la région 5’ de HI9 (épigénotype
biallélique d’origine paternelle), laquelle entraine la répression de H/9 contribuant ainsi
3 la double expression d’JGF2. 1l est intéressant de constater que la proportion de
patients affectés par des modifications épigénétiques en BWSICI1 coincide étrangement
avec le pourcentage de risque associé au développement de tumeurs embryonnaires (5 a
10%).

Cependant, dans 40 & 50% des cas sporadiques, la LOI d’IGF2 n’est pas en
relation avec 1’hyperméthylation de HI9 (Joyce et al., 1997). Catchpoole et al. ont
effectué une analyse mutationnelle du géne H19 afin d’expliquer la manifestation d’une
LOI d’JGF?2 lorsque HI9 est normalement méthylé (Catchpoole et al., 2000). Ils n’ont
identifié aucune mutation du géne, ce qui suggére qu’un mécanisme moléculaire non
associé au centre BWSIC]1 soit fréquemment reponsable de la LOI d’/GF2 dans le BWS.
Une LOI d’JGF?2 reflétant cet autre mécanisme a été retrouvée dans un cas d’inversion
d’origine maternelle impliquant la séquence du gene KvLQT1, région spécifique au
centre de controle BWSIC2 (Brown et al., 1996). La majorité des patients sporadiques,
soit environ 40 a 50%, sont affectés par des altérations épigénétiques a cet endroit (Lee
et al., 1999b). Nous constatons que les défauts du centre BWSIC?2 se définissent par la

présence d’une LOM de KvDMRI, ce qui signifie que les alléles parentaux sont
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caractérisés par un profil de méthylation maternelle. Ces changements perturbent
I’expression du géne KvLQT] et la répression de I’antisens LIT] laissant place alors a
une LOI de LITI. Smilinich et al. ont démontré qu’une LOI de LITI et une LOI d’/GF2
peuvent étre conjointement retrouvées dans certains cas BWS (Smilinich et al., 1999).
Toutefois, les défauts de BWSIC2 n’entrainent pas invariablement une LOI d’/GF2 (Lee
et al., 1999b). Il semble que la régulation d’/GF2 par I’intermédiaire du BWSIC2 puisse
étre polymorphique ou alors sensible a la nature du défaut en BWSIC2 (Maher et Reik,
2000). Smilinich et al. ont également observé que les patients qui ne présentent pas une
hyperméthylation de H19 possédent fréquemment une LOM de KvDMRI tandis que les
patients qui possédent une hyperméthylation de H19 sont dépourvus de défauts de
méthylation dans KvDMRI1 (Smilinich ez al., 1999; Gaston et al., 2001).

Par ailleurs, en considérant qu’un nombre important de patients atteints du BWS
possédent des mutations dans p57°"* (sporadiques: 5-10% des cas; familiaux: 30-50%
des cas), ceci confére a ce dernier une fonction non équivoque dans la pathogenése du
BWS (Hatada et al., 1996; Hatada et al., 1997; Lee et al., 1997a; O'Keefe et al., 1997,
Lam et al., 1999; Li et al., 2001). Cependant, la régulation de I’expression de p5757?
reste relativement imprécise. Aucune région de méthylation différentielle n’a été
rapportée dans les séquences adjacentes, mise a part la méthylation de KvDMRI1 (John
et al., 1999). En générant des chromosomes humains modifiés possédant des mutations
dirigées du gene LIT1, Horike et al. ont pu constater I’activation simultanée des copies
paternelles, normalement réprimées, des génes p575F? et KVLOTI (Horike et al., 2000).

KIP2
7

Donc, il est possible du moins en partie, que 1’empreinte de pJ5 soit sous le contréle

de BWSIC2. En ce sens, nous savons depuis peu que des éléments régulateurs-cis se
trouvent entre les deux génes, mais leur role sur I’expression de p575F? dans certains

tissus n’a pas été associé a I’expression parentale spécifique (John et al., 2001). Nous

7KIP2

savons qu’il n’y a pas de relation entre les mutations germinales de p5 et les

anomalies épigénétiques de IGF2/H19. Toutefois, de récents travaux laissent entrevoir

7K[P2

la possibilité que IGF2 et p5 possédent des fonctions indépendantes et interactives

dans le développement et la croissance (Grandjean er al., 2000). Les auteurs ont

démontré que I’augmentation de IGF-II affecte 4 la baisse I’expression de p57°7~.
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En résumé, le phénotype observé dans le BWS peut résulter d’un débalancement
de la contribution allélique parentale, de modifications épigénétiques aux différents sites
des IC ainsi qu’a la perte fonctionnelle causée par des mutations ou des réarrangements
chromosomiques. Les particularités moléculaires observées dans la population BWS
concordent relativement bien avec le modele en «deux-domaines» proposé par Feinberg,
c¢’est-a-dire qu’il existe au locus 11p15.5 le centre de contrdle télomérique BWSICI qui
assure la régulation de I’empreinte des génes HI9 et IGF2 et celui centromérique
BWSIC2 qui voit  la régulation de I’empreinte de KvLQTI, LITI et p575"* (Brown et
al., 1996; Lee et al., 1999; Feinberg, 2000). Les évidences décrites dans la littérature
supportent également une interdépendance entre ces deux domaines.

La méthylation différentielle des alléles parentaux est un phénomeéne moléculaire
grandement impliqué dans la régulation de I’empreinte génomique. Nous pouvons
expliquer globalement pour une majorité de patients les événements moléculaires
entrainant le BWS. Il n’en demeure pas moins que certaines caractéristiques
pheénotypiques ne peuvent étre expliquées. Ainsi, il semble évident que plusieurs
¢léments présents au locus 11p15.5 doivent étre étudiés. D’autres facteurs épigénétiques
impliqués dans la régulation de I’empreinte génomique tels la déacétylation des histones,
le degré de condensation de I’ADN et son organisation spatiale dans le noyau ainsi que

la fonction réelle des antisens pourraient avoir un role a jouer dans le BWS.

2.1.3. Corrélations génotypes-phénotypes / épigénotypes-phénotypes

L’établissement de corrélations génotypes-phénotypes et, dans ce contexte,
épigénotypes-phénotypes est d’une pertinence majeure pour I’investigation, le suivi
cliniques et, pour la compréhension des mécanismes moléculaires spécifiques au BWS
et aux formes tumorales associées.

Une étude portant sur les translocations chromosomiques rencontrées dans le
BWS et les tumeurs spécifiques (Alders et al., 1996) a permis de constater que les
patients présentant des réarrangements de la région BWSCR2 possédent des traits

phénotypiques mineurs; 1I’hémihypertrophie était le signe principalement observé.
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Toutefois, une description plus classique (macroglossie, omphalocele) du syndrome est
posée pour les patients ayant des remaniements aux domaines BWSCR1 et BWSCR3.
Aucune hémihypertrophie n’a été décrite pour ces groupes.

Par ailleurs, la manifestation de I’hémihypertrophie est significativement plus
fréquente dans les cas d’UPD paternelle que chez les patients non UPD (Schneid ef al,
1993; Catchpoole et al., 1997). Le risque de développer des tumeurs de Wilms est
également plus élevé dans cette sous-population (Henry et al., 1993). Le phénotype de
I’hémihypertrophie s’explique moléculairement par la proportion de cellules
isodisomiques retrouvée de part et d’autre du corps. Itoh er al. ont récemment mis en
évidence une corrélation entre le pourcentage de mosaicisme et le degré d’hyperplasie
des organes caractérisant ce trait clinique et les tumeurs retrouvées dans le BWS (Itoh et
al., 2000).

De plus, le développement de ’omphalocéle est rencontré peu fréquemment chez
les patients non UPD atteints de défauts dans la région BWSICI, i.e., lorsqu’une
hyperméthylation de HI/9 est détectée (Catchpoole et al., 1997; Engel et al., 2000).
Cependant, Lam et al. constatent que la présence de mutations germinales du géne
572 bien que retrouvées dans une minorité de patients, est en corrélation nettement
significative (environ 80% de risque) avec I’existence d’omphalocéle et ce, toujours en
comparaison avec les patients affectés par les altérations en BWSIC1 (p<0.005) ou par
une UPD (p<0.005) (Lam ef al., 1999). Une analyse exhaustive effectuée par Engel et
al. sur une série de patients sporadiques a démontré que la LOM de KvDMRI (défaut de
BWSIC?2 associé a une LOI de LIT]) est souvent associée & une LOI d’/GF2, mais pas
de manicre invariable (Engel et al., 2000). Néanmoins, les patients affectés par une
LOM de KvDMRI1 sont toujours dépourvus d’anomalie de méthylation de HI19, ceci
soutenant 1’existence d’un mécanisme indépendant de H79 causant une LOI d’/GF2.
Cependant, I’incidence d’omphalocele chez les patients non UPD présentant un défaut
au site BWSIC2 n’est pas véritablement différente de 1’incidence 'rapportée pour des
mutations germinales du géne p57°7?, mais demeure plus élevée que dans les cas de

défauts de BWSIC1 (p=0.007) et d’UPD (p<0.00001) (Engel et al., 2000; Gaston et al.,
2001).
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Aucune association évidente n’a pu étre relevée entre les mutations germinales
de p5 7KIP2 et le risque de développement de tumeurs embryonnaires (Lam et al., 1999).
En réalité, il est fort probable que les patients atteints de tumeurs embryonnaires aient
une altération en BWSIC1 ou encore une UPD et qu’ils ne soient pas touchés par une
LOM unique de KvDMR1 (LOI de LITI) (Mitsuya et al., 1999; Engel et al., 2000). Une
étude récente soutient effectivement cette observation. Bliek er al. ont rapporté
I’absence de tumeurs dans un groupe de patients présentant exclusivement une
déméthylation de KvLQT! (Bliek et al., 2001). Au contraire, 33% des patients étudiés,
affectés par une hyperméthylation de HI9 (UPD et défaut de BWSICI1), avaient des
tumeurs. Finalement, 20% des patients analysés, n’ayant ni UPD ni altérations en
BWSIC1 et BWSIC2, présentaient également des tumeurs.

Récemment, Gaston et al. ont fait une étude pour tenter de déterminer la valeur
du pronostic de certains facteurs cliniques et moléculaires. Malgré la prépondérance
marquée de ’hémihypertrophie chez les patients présentant des tumeurs, aucune valeur
significative du pronostic n’a €té trouvee. La sévérité du phénotype est le seul signe
clinique pour lequel une telle valeur a ét¢ définie (p=0.05). Néanmoins, une valeur
suggestive du pronostic (due a la petitesse de la cohorte), en faveur du développement
tumoral, a été mise en évidence pour la détection d’une UPD ainsi que d’une
méthylation anormale de H19 des cellules leucocytaires (Gaston et al., 2001).

1l est donc évident que le BWS est génétiquement hétérogéne. Il semble que les
différences phénotypiques décrites entre les divers sous-groupes moléculaires de patients
refletent les altérations différentielles des génes candidats associés. Jusqu’a maintenant,
plusieurs indices pointent vers une implication prédominante d’/GF2 (croissance
excessive et tumorogénécité) et de p5 7572 (omphalocéle) dans la pathogenése du BWS.
A la base de leurs altérations moléculaires, ces génes semblent se compléter

phénotypiquement.

2.1.4. Discordance entre jumeaux monozygotiques

Parmi les observations intrigantes associées au BWS, nous retrouvons dans la

littérature la description de 18 paires de jumeaux monozygotiques (MZ) discordants. La
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discordance signifie qu’un seul des jumeaux est atteint de ce désordre (Weksberg et
Squire, 1996). Seulement 1% des patients atteints du BWS constitue cette catégorie
(Weksberg et Shuman, 2000). Etrangement, il existe une prépondérance de cas de
jumelles MZ (15 paires) (Berry et al., 1980; Bose et al., 1985; Olney et al., 1988; Litz et
al., 1988; Clayton-Smith et al., 1992; Franceschini et al., 1993; Orstavik et al., 1995).
Néanmoins, 3 cas de jumeaux MZ discordants (Chien et al., 1990; Leonard et al., 1996)
ainsi que 2 cas de concordance dont une paire de jumelles ainsi qu’une paire de jumeaux
(Clayton-Smith et al., 1992) ont aussi été décrits.

L’une des préoccupations, dans I’étude de la discordance chez les jumeaux est de
s’assurer du statut réel de zygosité. Bien que I’analyse histologique du placenta révele
des indices valables, ’analyse de plusieurs variantes polymorphiques telles les groupes
sanguins, les antigénes de type HLA, les polymorphismes enzymatiques et, plus
récemment employés, les polymorphismes de I’ADN demeure nettement plus rigoureuse
(Keith et Machin, 1997). De plus, par lintermédiaire de ces mémes investigations
moléculaires, les divergences caryotypiques peuvent étre examinées.

Par ailleurs, les mécanismes d’action expliquant ’origine d’une telle discordance
pour le BWS chez des jumeaux MZ n’ont pas été élucidés. Il est probable que cette
discordance découle de recombinaisons somatiques postzygotiques. Toutefois, aucun
mosaicisme associé 4 une UPD paternelle n’a été rapporté jusqu’ici (Li, M. et al., 1998).
Seule une étude, exposant le cas de jumeaux dizygotiques discordants (fille
atteinte/gargon non atteint), documente ce type de phénoméne (Itoh et al., 2000).
Puisque les analyses se font majoritairement  partir du sang périphérique, ’accessibilité
a des tissus plus informatifs étant restreinte, la détection du mosaicisme demeure un
facteur limitant considérant que 70% des jumeaux MZ présente une vascularisation
placentaire commune (Hall, 1996). Ceci est d’une pertinence majeure puisqu’une €tude
récente a permis de démontrer, par I’analyse du sang périphérique de deux paires de
jumelles MZ discordantes pour le BWS, que les mémes anomalies €épigénétiques
spécifiques 8 KvDMRI1 (déméthylation) peuvent conjointement &tre rencontrées chez la
jumelle atteinte et celle non atteinte (Gaston et al.,2001).

De plus, considérant qu’un phénomene similaire a été décrit pour des pathologies

lies au chromosome X (Richards ez al., 1990), I’hypothése d’une différence au niveau
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de D’inactivation de I’X a été proposée pour tenter de comprendre I’origine d’une
incidence plus élevée de cas de jumelles MZ discordantes pour le BWS (Lubinsky et
Hall, 1991; Clayton-Smith ef al., 1992). Il semble que la gémellité MZ et I’inactivation
de I’X sont des événements se produisant presque simultanément dans le développement
feetal (Orstavik et al., 1995). Dans leur étude, Orstavik et al ont démontré une
inactivation non aléatoire compléte en faveur de 1’X d’origine maternelle chez la jumelle
atteinte du BWS (Orstavik et al., 1995). Cependant, dans une autre étude, une
inactivation non aléatoire unidirectionnelle a été remarquée pour chacune des jumelles
discordantes d’une paire MZ tandis que les jumelles d’une seconde paire possédaient
une faible inactivation non aléatoire (Weksberg et Squire, 1996). Ces différences de
patrons d’inactivation de 1’X entre des paires de jumelles discordantes pour le BWS ne
semblent pas étre une explication plausible quant a la manifestation de ce type
d’événement. Toutefois, afin de tenter d’attribuer un rdle a I’inactivation de I’X dans
Iétiologie des patients sporadiques, Bird et al. ont analysé les profils d’inactivation
d’une population de patients BWS. Leurs observations quant a la présence d’une
inactivation non aléatoire de I’X chez certains d’entre eux laissent envisager que le
chromosome X peut quelques fois étre impliqué dans I’expression phénotypique du
BWS (Li, M. et al, 1998). Récemment, Sapienza C. et Weksberg R. ont confirmé
néanmoins qu’une inactivation non aléatoire de 1’X n’était pas le lien causal de la
discordance des jumelles MZ (Communication personnelle & Deal C.) (Gaston et al.,
2001).

Quels sont les éléments & envisager pour comprendre une telle discordance? 1l
n’est peut étre pas tout a fait exact de penser que les jumeaux MZ sont identiques.
Machin a suggéré que les discordances retrouvées chez des jumelles MZ peuvent
s’expliquer tant par une discordance génétique que par des facteurs environnementaux
(Hall, 1996; Machin, 1996). En effet, les jumeaux MZ ne présentent pas une identité
génétique pour tous les tissus due en partie & I'incidence de mosaicisme (Hall, 1996).
De plus, il s’avére que les jumeaux MZ ne sont pas exposés a I'influence du méme
environnement intra-utérin. Il est probable que des facteurs comme la distribution
inégale du nombre de cellules lors de la séparation zygotique ainsi que la présence d’un

apport vasculaire différent au placenta aient une implication dans la discordance de
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jumeaux MZ (Hall, 1996; Machin, 1996). Au cours du développement, des événements
somatiques sont aussi susceptibles de se produire chez I’un ou l'autre des jumeaux.
Néanmoins, les mécanismes moléculaires entourant la gémellité monozygotique et le
BWS demeurent une énigme.

Comme nous ’avons mentionné, il est maintenant admis que des altérations
épigénétiques au locus 11pl5.5 participent a la manifestation du BWS. Dans cette
étude, spécifiquement pour une paire de jumelles MZ discordantes pour le BWS, nous
décrivons les analyses de méthylation différentielle effectuées au centre de contrdle de
’empreinte génomique BWSIC1. Préalablement, afin de confirmer leur statut de
zygosité, nous décrivons le génotypage effectué pour divers sites polymorphiques. Nos
résultats constituent la premiére évidence d'une divergence des profils de méthylation au
locus BWSIC1 chez des jumelles MZ discordantes pour le BWS. Cette démonstration
suggere que des modifications épigénétiques peuvent étre responsables de la discordance

observée chez ces enfants génétiquement identiques.



2.2. MATERIEL ET METHODES

2.2.1. Patientes a ’étude

Des jumelles (Fig. 5) sont nées de la premiére grossesse d’une femme de 26 ans,
G1PoA¢V,. La meére ne présente aucun antécédent médical. Aucune consanguinité n'a
été rapporté. Cette grossesse gémellaire a été compliquée par une hypertension de
grossesse (préeclampsie) et des hémorragies antepartum récurrentes. Du méthyldopa a
¢té administré 4 la mére pour traiter son hypertension. L’accouchement a eu lieu
d’urgence a 30 semaines et 2 jours, par césarienne, suite au développement d’une
insuffisance rénale secondaire & une préeclampsie sévére. L’analyse histologique du
placenta rapporte la présence de membranes monochorionique et diamniotique.

Jumelle I: Un examen prénatal par ultrason a 16 semaines a révélé chez la
jumelle I la présence d’un exomphalocéle et d*un polyhydramnios. A 24 semaines d’age
gestationnel, un deuxiéme ultrason a permis de détecter des organes hypertrophiés (foie,
rein, rate). Le poids & la naissance était de 1 380 g (25°-50° centile) et le périmétre
cranien de 26.2 cm (10° centile). L’APGAR était 4 3 1 minute et 9 3 5 minutes. Un
omphalocele, une macroglossie et des rides auriculaires verticales ont été notés et le
diagnostic clinique de BWS a été posé (Fig. 5A-B). L’exomphalocéle a été corrigé a 3
heures de vie. Peu de temps aprés la naissance, la jumelle I a développé une
hypoglycémie hyperinsulinémique. Un traitement au diazoxide lui a été administré 3
partir de la 36° heure de vie. Suite & Dadministration de plusieurs doses
d’hydrocortisone, la somatostatine a été ajoutée entre le 7° et le 30° jour de vie afin de
contrdler ses épisodes hypoglycémiques. D’autres complications ont été constatées:
1) au jour 4, une thrombocytopénie transitoire; 2) & 3 semaines, une pneumonie
d’aspiration nécessitant de I’oxygénothérapie; 3) & partir de 2 semaines, une déficience
respiratoire secondaire a la macroglossie, traitée avec CPAP nasal jusqu’a la 11°
semaine. A 4 mois de vie, elle a souffert d’un arrét respiratoire avec infiltrats
pulmonaires bilatéraux nécessitant une admission aux soins intensifs et de
Poxygénothérapie a bas débit. La présence d’une maladie pulmonaire néonatale

chronique a été le diagnostic de départ. Peu de temps aprés, des convulsions ont



Figure 5:

Jumelles monozygotiques discordantes pour le BWS. A) A 1 mois, macroglossie
de la jumelle I atteinte. B) A 1 mois, apparence de rides auriculaires (fléche) et
de la macroglossie chez la Jumelle I atteinte C) Jumelles I et II dgées de 9 mois.
D) JumellesI et 11 4gées de 18 mois. Sur les photos C et D, la jumelle I se trouve
a droite alors que la jumelle II se trouve a gauche. L hypercroissance et la
macroglossie de la jumelle I atteinte sont perceptibles.
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commencé a se manifester. Les crises convulsives ont été contr6lées avec du phenytoine.
Le traitement au diazoxide a été interrompu 2 mois avant son 4e anniversaire. Jusqu'a
maintenant, le suivi clinique indique un retard modéré du développement. Son
caryotype est de 46,XX et confirme 1’absence d’anomalie chromosomique.

Jumelle II:  La jumelle II avait un poids a la naissance de 1 080 g (10° centile) et
un périmetre cranien de 27.3 cm (50° centile). Aucun trait dysmorphique n’a été détecté.
Sa glycémie s’est normalisée et n’a jamais requis plus de 10mg/kg/min de glucose. Elle
a regu son congé a I’dge de 6’2 semaines (4ge gestationnel de 37 semaines). Son

caryotype était de 46,XX.

2.2.2. Confirmation de l’état de zygosité des jumelles

Suite au consentement éclairé des parents, le sang périphérique des jumelles,
agées de 6 mois, et des parents a été prélevé (courtoisie du Dr Patricia Crock, John
Hunter Hospital, Australie). L’ADN génomique (ADNg) a été extrait par une méthode
classique d’extraction phénol:chloroforme.

Afin de s’assurer de la monozygosité des jumelles, une série d’analyses
génotypiques a été effectuée au locus 11pl5.5 ainsi que sur les chromosomes 7 et X.
Plusieurs marqueurs polymorphiques de type RFLP (IGF2/Apal, H19/Rsal, INS/Pstl,
pS 75P2 /Pyl IGFBP3/Alw21l, IGFBP3/Smal), SSCP (Hras) et microsatellites
(DXS7100, DXS1053, DXS538, DXS981, DXS102) ont été étudiés chez les jumelles
discordantes et leurs parents. Toutes les réactions PCR ont été faites & ’aide d’un
appareil Perkin Elmer Cetus Gene Amp. PCR System 9600, dans un volume final de 50
pl en utilisant 100 a 500 ng d’ADNg (jumelles et parents). Elles contenaient également
1X de tampon PCR, 0.1 mM de dCTP, dGTP et dTTP (Life Technologies Inc.), 0.05 &
0.1 mM de dATP (Life Technologie Inc.), 2 U de Taqg ADN polymérase (Life
Technologies Inc.) ainsi que 1 a4 5 uCi de [0-’P]-dATP (Amersham Pharmacia
Biotech). Pour les RFLP, toutes les digestions ont ¢été faites dans un volume de 20 pl
contenant 5 pul du produit de PCR, 10 4 20 U de I’enzyme de restriction appropriée et 1X

du tampon spécifique a I’enzyme.
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2.2.2.1. Genotypage au locus 11pl5.5

Dans I’étude du polymorphisme Apal, IGF2 a été amplifié en présence de 1.5 4
1.7 uM d’amorces sens et antisens (Exon 9 sens: 5° CTT GGA CTT TGA GTC AAA
TTG G 3’; antisens: 5> CCT CCT TTG GTC TTA CTG GG 3’°) (Alpha DNA). Le PCR
a été réalisé en présence de 1.5 mM de MgCl, dans les conditions suivantes: 30 cycles
de 25 secondes a 94°C, de 25 secondes a 58°C et de 25 secondes a 72°C ainsi qu’une
période d’élongation de 5 minutes a 72°C (Paquette ef al., 1998). La digestion Apal
(Life Technologies Inc.) a été effectuée a 30°C pendant 2 heures. Le fragment amplifié
a une taille de 236 pb. Suite a la digestion, la présence du polymorphisme Apal a généré
des fragments de 173 pb et de 63 pb.

Pour H19/Rsal, le PCR a été fait avec un départ a chaud en utilisant 1.6 4 1.7 pM
d’amorces sens et antisens (Exon 4, sens H1: 5° TAC AAC ACAC TGC ACT ACC TG
3’; Exon 5, antisens H3: 5° TGG AAT GCT TGA AGG CTG CT 3’) Le PCR a été
réalisé en présence de 1.5 mM de MgCl, dans les conditions suivantes: une dénaturation
de 5 minutes a 94°C, une période de 5 minutes & 72°C (ajout de la Tag DNA
polymeérase), 35 cycles de 30 secondes a 94°C, de 30 secondes a 70°C et de 1 minute a
72°C ainsi qu’une période d’élongation finale de 10 minutes a 72°C. La digestion Rsal
(New England Biolabs) a été effectuée a 37°C pendant 2 heures (Rainier et al., 1993).
Le fragment amplifié a une taille de 654 pb. La présence du polymorphisme Rsal a
généré des fragments de 487 pb et de 167 pb.

Pour le polymorphisme Pstl, I’amplification de INS a été réalisée en présence de
1.6 uM d’amorces sens et antisens (sens: 5> CTC TAC CAG CTG GAG AAC TA 3’;
antisens: 5> GGC TGG TTC AAG GGC TTT AT 3’) (Julier et al., 1991). Le PCR a été
effectué en présence de 1.5 mM de MgCl, dans les conditions suivantes: 30 cycles de 25
secondes a 94°C, de 25 secondes a 60°C et de 25 secondes a 72°C ainsi qu’une période
d’élongation de 5 minutes a 72°C. La digestion Pstl (New England Biolabs) a été
réalisée en incubant a 37°C pendant un minimum 2 heures. Le fragment amplifié a une
taille de 104 pb. La coupure au site Pstl a généré des fragments de 62 pb et de 42 pb.

Pour p57°P?/Pvull, ’amplification a été faite en présence de 0.4 uM d’amorces

sens et antisens (sens: 5 TTC GCG CCC TGC TCG GCG CTC TCT TGA GGC 3’
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antisens: 5> TGC CCG CGT TCT ACC GCG AGA CGG TGC AGG 3°) (Matsuoka et
al., 1996). Le PCR a été réalisé en présence de 0.5 mM de MgCl; et de 10% de DMSO
dans les conditions suivantes: une période de dénaturation de 5 minutes & 94°C, 30
cycles de 1 minute a 94°C, de 1 minute & 65°C et de | minute & 72°C ainsi qu’une
période d’élongation de 5 minutes a 72°C. La digestion Pvull (New England Biolabs) a
été effectuée pendant 2 heures a 37°C. Le fragment amplifié a une taille de 427 pb. La
coupure au site Pvull a généré des fragments de 281 pb et de 146 pb.

Pour le SSCP Hras, ’ADNg a été amplifié en présence de 0.8 uM d’amorces
sens et antisens (Exon 1 sens 0622: 5° ATG ACG GAA TAT AAG CTG GT 3’; antisens
0954: 5> GGG TCG TAT TCG TCC ACA AA 3’) (Sekiya et al., 1984). Le PCR
radioactif s’est déroulé en présence de 1.5 mM de MgCl, dans les conditions suivantes:
30 cycles de 20 secondes a 94°C, de 25 secondes a 63°C et de 1.5 minute & 72°C ainsi
qu’une période d’élongation de 10 minutes a 72°C. La taille du fragment amplifié est de
101 bp. CAT et CAC sont les deux formes polymorphiques existantes (Deal et al.,
1993).

Le génotype des analyses RFLP a été visualisé par électrophorése en mettant 3 pl
du produit de digestion sur gel non dénaturant 5% de polyacrylamide 29:1.

Le génotype de I’analyse par SSCP a été visualisé par électrophorése en mettant
3 I du produit de PCR sur gel 7% de polyacrylamide 29:1, contenant 5% de glycérol.
Les échantillons ont été préalablement mélangés a un tampon de formamide (formamide

95%; 20 mM EDTA; 0.05% BPB; 0.05% XC) et dénaturés pendant 3 minutes & 85°C.
2.2.2.2.  Génotypage du chromosome 7

La réaction PCR pour I’étude des polymorphismes —185 (/GFBP3/Smal) et —202
(IGFBP3/Alw21l) a été effectuée en présence de 1.6 pM des amorces sens et antisens
(sens BP3PROMA4F1: 5° AA CTG CAG CCA CGA GGT ACA CAC GAA TG 37;
antisens BP3PROM4R: 5’AGC CGC AGT GCT CGC ATC TGG 3°). Les PCR ont été
réalisés en présence de 1.0 mM de MgCl, et de 2% de DMSO dans les conditions
suivantes: une période de dénaturation de 10 minutes & 94°C, 35 cycles de 30 secondes &

96°C, de 30 secondes a 64°C et de 1 minute a 72°C ainsi qu’une période de 5 minutes &
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72°C. La digestion Smal (Life Technologies Inc.) a été effectuée a 30°C pendant 2
heures. La présence du site Smal (allele C) a généré des fragments de 224 pb et de 173
pb, son absence (allele T) a généré des fragments de 224 pb et de 206 pb. La digestion
Alw211 (MBI Fermentas) a été effectuée a 37°C pendant 2 heures dans un volume de 30
pl. La présence du site ALW21I (allele A) a généré des fragments de 242 pb et de 162
pb, son absence (allele C) a généré des fragments de 290 pb et 162 pb. L’analyse des

produits a été faite sur gel d’agarose 2%.
2.2.2.3. Génotypage du chromosome X

La méthodologie concernant I’analyse génotypique des microsatellites DXS7100,
DXS1053, DXS538, DXS981 et DXS102 est décrite a la section 3.2.3. du chapitre 3.
L’optimisation de la technique a été effectuée spécifiquement en vue de 1’étude sur

’origine parentale du chromosome X intact dans le Syndrome de Turner

2.2.3. Analyse des différences de méthylation de la région bis2

La technique de séquengage au bisulfite est une approche utilisée dans I’étude
des différences de méthylation pouvant exister entre deux alléles au niveau d’ilots CpG.
D’une part, le traitement au sodium bisulfite de I’ADN permet, en suprimant un groupe
sulfonate, de convertir les résidus cytosine non méthylés en résidus uracile. Cette
conversion est impossible en présence de résidus 5’méthylcytosine. D’autre part, suite a
la synthése de nouveaux fragments par amplification PCR, il est possible de faire la
discrimination des ilots CpG méthylés par rapport aux ilots CpG non méthylés puisque
sur gel de séquence les cytosines méthylées sont préservées en cytosines et les cytosines

non méthylées sont substituées en thymines.

2.2.3.1. Traitement au bisulfite

Avant d’effectuer le traitement au bisulfite, 5 pg d’ADNg (jumelle I et II) ont été
digérés avec 60 U de Pstl et 5 pg avec une combinaison de 60 U de Pstl et 60 U de
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Hpall (New England Biolabs) toute une nuit a 37°C. Les réactions se sont déroulées
dans un volume de 300 pl en présence de 1X du tampon spécifique a ’enzyme. Urne
fois la digestion complétée, ’ADN a été extrait par phénol:chloroforme:isoamylOH
(25:24:1) ainsi que précipité dans du NH4C,H30, 5M et de ’éthanol 100%. L'ADN a
été mis en suspension dans 100 pl de TE (Tris 10 mM, EDTA 0.1 mM a pH §). L’ADN
a été dénaturé par I’ajout de 0.3 M de NAOH frais en incubant 30 minutes a 42°C. Des
solutions de 10 mM d’hydroquinone (Sigma) et 2.9 M de bisulfite de sodium a pH 5
(Sigma) fraichement préparées ont été utilisées dans un volume final de 1.2 ml en
présence de 110 pl d’ADN dénaturé, de 2.5 M de bisulfite de sodium et de 0.5 mM
d’hydroquinone. Suite a ’ajout d’une goutte d’huile minérale, les tubes ont été incubés
a 55°C pendant 4 heures, enveloppés dans du papier d’aluminium. Par la suite le
bisulfite libre a été enlevé par purification suivant le protocole de la trousse commerciale
QIAEX II (Qiagen). Le volume final a été ajusté a 100 ul avec de ’eau. Pour compléter
la réaction (désulphonation de 1’uracil), 0.3 M de NaOH a été ajouté, suivi d’une
incubation de 30 minutes & 37°C. La réaction a été neutralisée. par I’ajout de 3M
NH4C;H30, & pH 7 et ’ADN a été précipité a 1’éthanol 100%, centrifugé a vitesse
maximale pour 15 minutes, lavé a 1’éthanol 70%, séché et mis en suspension dans 100 pl
d’eau (Clark et al., 1994; Frevel et al., 1999b). L’ADN a été préservé dans des tubes

enveloppés de papier d’aluminium.
2.2.3.2. PCR de la région bis2

L’amplification de bis2 a été réalisée par PCR imbriqué dans l'appareil Perkin
Elmer DNA Thermal Cycler. La premi¢re ronde a été effectuée a partir de
5 ul d’ADN traité au bisulfite dans un volume de 25 pl. La deuxiéme ronde a utilisé 5
pl du produit de PCR de la ronde #1 dans un volume de 50 pl. Toutes les réactions ont
été faites en présence de 0.6 uM d’amorces sens et antisens (amorces externes sens
1093: 5> GAG ATG AGA GGA GAT ATT TGG GGG ATAGTG AAG 3’; antisens
1099: 5> CCA AAC ATT ATA AAA AAA ACT AAC ACA AAA TCC 3’; amorces
internes sens 1096: 5° GTA GGG TTT TTG GTA GGT ATA GAG 3’; antisens 1091: 5°
CAC TAA AAA AAC AAT TAT CAA TTC 3°). Elles contenaient aussi 1X de tampon
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PCR II (Perkin Elmer), 0.2 mM de chacun des dNTP, 2 mM de MgCl, ainsi que 1.25 U
AmpliTaq Gold DNA polymerase (Perkin Elmer). Les conditions d’amplification par
PCR utilisées pour la ronde #1 et #2 sont telles que décrites par Frevel et al. (Frevel et

al., 1999b).

2.2.3.3.  Séquencage du produit de PCR

Les produits de PCR ont été purifiés suivant le protocole de la trousse
commerciale QIAquick (Qiagen). Une fois purifiés, les fragments ont été préparés pour
le séquengage suivant les étapes décrites au protocole «Thermo Sequenase Radiolabeled
Terminator Cycle Sequencing Kit» (USB). 2.5 pmol d’amorce antisens 1091 et 0.25
pmol d’ADN modifié au bisulfite dérivé des digestions Pstl et PstIl/Hpall ont été utilisés.
Les nucléotides de terminaison (ddNTP) employés ont été marqués au 33phosphore
(Amersham Pharmacia Biotech). La migration de la séquence a été effectuée sur gel

dénaturant 6% de polyacrylamide 19:1, lequel contenait 8 M d’urée.
2.2.3.4. Clonage et séquengage des produits de PCR bis2

L’autre portion des produits de PCR bis2 (digestions Pstl et Pstl/Hpall) a été
utilisée pour le clonage. Préalablement a 1’étape de phosphorylation, ’ADN a df étre
réparé afin d’obtenir des fragments & bouts francs. Dans un volume de 100 pl, ’ADN
restant a ét¢ mis en présence de 0.1 mM de dCTP, dGTP, dATP et dTTP,
1 mM d’ATP, 1X de tampon T4 ADN polymérase, 10 U de T4 polynucléotide kinase
(Life Technologies Inc.) ainsi que 5 U de T4 ADN polymérase (Life Technologies Inc.).
La réaction a été incubée pendant 1 heure a 37°C. L’ADN a ensuite été purifié suivant
les étapes décrites au protocole QIAEX II et quantifié sur gel d'agarose 1% a l'aide d'une
échelle de poids moléculaire (Life Technologies Inc.). Pour le clonage, le vecteur
bluescript (Stratagene) a dii étre linéarisé par Smal et déphosphorylé par I'enzyme CiP
(Calf intestinal phosphatase) (Life Technologies Inc.). Pendant 4 heures, la réaction de
ligation a été faite a température ambiante en présence d'environ 0.05 pmol de vecteur et

d'environ 0.15 pmol de I'ADN du produit de PCR. En ce qui concerne la transformation,
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le plasmide a été incorporé dans les bactéries compétentes E. coli DH5a. tel que décrit
commercialement par Life Technologies Inc. Une fois transformées, les bactéries ont
6té étalées sur boite de Petri et les colonies ont été repiquées dans du milieu LB pour les
préparations plasmidiques (trousse commerciale Sigma). L'ADN plasmidique a été
analysé par digestion BamHI+EcoRI, ceci permettant de libérer I'insert et de trouver des
clones positifs. Sur gel d’agarose 1%, les clones positifs se présentent en 2 fragments:
I’un de 2.9 Kb pour le vecteur et P'un de 504 pb pour le produit de PCR. Les clones
positifs ont été séquencés en utilisant 1 ul dADN plasmidique selon les parametres
décrits au prototocole «Thermo Sequenase Radiolabeled Terminator Cycle Sequencing
Kit» (USB). Les conditions de PCR utilisées sont les suivantes: 35 cycles de 30
secondes & 95°C, 30 secondes a 50°C et 1 minute a 72°C. Les différences de méthylation
ont été visualisées sur gel de polyacrylamide tel que décrit ci-haut.

Seuls les clones contenant de I’ADN provenant de la digestion Pstl ont été

séquencés lors de cette analyse.
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2.3. RESULTATS

2.3.1. Monozygosité et absence d’isodisomie paternelle

Le génotypage des différents polymorphismes a 1’étude sur les chromosomes 11,
7 et X permet de confirmer la monozygosité des jumelles I et II discordantes pour le
BWS. Les figures 6 et 7 présentent des exemples de gels ayant permis I’analyse des
polymorphismes au locus 11p15.5 et du géne /GFBP3.

Dans la région 11p15.5, les analyses de type RFLP et SSCP nous présentent des
génotypes identiques pour les jumelles. En effet, pour tous les polymorphismes étudiés
a ce locus, les alleles amplifiés chez la jumelle I atteinte sont les mémes que les alleles
amplifiés chez la jumelles II non atteinte. De plus, en tenant cbmpte des analyses
cytogénétiques (caryotype 46,XX), nos résultats nous permettent d’exclure toute LOH.
Nous pouvons également exclure la présence d’UPD paternelle dans la région 11p15.5
(Tableau IV-A).

Bien que le génotypage d’IGF2, de HI9 et celui de p57% ne soient pas
informatifs, les analyses des génes /NS et Hras suffisent pour démontrer qu’il n’existe
aucune perte de matériel chromosomique ou encore aucune duplication de matériel
chromosomique paternel au niveau de la région 11p15.5. Nous observons clairement sur
les gels de la figure 6Ac-B I’hétérozygosité des jumelles et la double provenance
(maternelle et paternelle) de leurs alléles.

Aucune ambiguité n’est notée en ce qui concerne le caractére identique du
génome des jumelles lorsque nous considérons les génotypes obtenus pour les
polymorphismes -185, —202 du géne /GFBP3 (Fig. 7;Tableau IV-B) ainsi que pour ceux
spécifiques au chromosome X (Tableau IV-C). Au locus d’/GFBP3, les jumelles
posseédent des génotypes hétérozygotes tandis que leurs parents sont homozygotes pour
différents polymorphismes. Pour le chromosome X, I’hétérozygosité des jumelles et les
divergences alléliques des génomes parentaux apportent aussi une évidence quant au

statut monozygotique des jumelles.
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IGFBP3/Smal IGFBP3/Alw211 PM

ADN non digéré

-290 pb
242 pb

162 pb

Figure 7: Génotypage des polymorphismes -185 et -202 du géne IGFBP3.

IGFBP3/Smal: Etude du polymorphisme -185. Les fragments 173 et 224 pb
indiquent un génotype C/C; les fragments 206 et 224 pb un génotype T/T;
les fragments 173, 206 et 224 pb un génotype C/T. IGFBP3/Alw211: Etude
du polymorphisme -202. Les fragments de 162 et 290 pb indiquent un
génotype C/C; les fragments 162 et 242 pb un génotype A/A, les fragments
162, 242 et 290 pb un génotype A/C. PM: échelle de poids moléculaires
(100 pb); 1: Contrdle négatif; 2a: Contréle C/C; 2b: Contrdle A/A; 3: pére; 4:
Meére; 5: Jumelle I atteinte du BWS; 6: Jumelle II non atteinte.



A)
(11p15.5) Jumelle I - | Jumelle 2 — Mere Peére
BWS non BWS
IGF2/Apal (NI) +/+ +/+ +/+ +/+
H19/Rsal (NI) -/~ -/- -/- +/-
INS/Pstl +/- +/- +/- -/~
p57kip2/Pvull (NI) +/+ +/+ +/+ +/+
Hras CAT /CAC | CAT/CAC CAT CAC
B)
Chromosome 7 Jumelle I - | Jumelle 2 — Mere Pere
IGFBP3 BWS non BWS
Polymorphisme -185 C/T C/T Cc/C T/T
(Smal)
Polymorphisme —202 A/C A/C A/A c/C
(ALW21])
O
Microsat. de I'X Jumelle I - | Jumelle 2 — Mere Peére
BWS non BWS
DXS7100 1/2 1/2 1/3 2
DXS1053 1/3 1/3 2/3 1
DXS538 1/2 1/2 2/2 1
DXS981 1/2 1/2 1/2 1
DXS102 1/3 1/3 1/2 3

Tableau IV: Confirmation de la monozygosité des jumelles discordantes pour le BWS. Les

jumelles sont identiques pour tous les sites polymorphiques analysés.

Génotypage par RFLP (IGF2, H19, INS, p57"??) et par SSCP (Hras) au locus
B) Génotypage par RFLP des sites
polymorphiques —185 et —202 du geéne IGFBP3 sur le chromosome 7.
C) Génotypage de microsatellites hautement polymorphiques spécifiques au
chromosome X. Les chiffres (1-3) représentent par ordre croissant la taille

11pl15.5.  NIL

Non informatif.

allélique des fragments amplifiés.
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2.3.2. Méthylation différentielle de la région bis2

L’investigation du statut de méthylation de la région bis2 située en 5° du
promoteur de HI9 par la technique de séquengage au bisulfite a permis d’observer des
différences de méthylation significatives entre les jumelles monozygotiques discordantes
pour le BWS. En comparant la jumelle I atteinte & sa jumelle II non atteinte, nous
constatons qu’elle présente, pour cette région bis2, des sites CpG anormalement
méthylés. Le séquencage de leur ADNg effectué en début d’analyse suite a
’amplification par PCR permet d’étudier simultanément le profil de méthylation des
deux alleles. Les résultats obtenus pour I’analyse de I’ADNg se trouvent a la premiére
ligne des tableaux respectifs (Tableau V). Ces données laissent présumer qu’il existe
des variations dans la méthylation des ilots CpG entre la jumelle I et II. En effet, la
jumelle atteinte posséde un plus grand nombre de sites bialléliquement méthylés (+)
comparativement & sa jumelle non atteinte, laquelle présente plusieurs sites méthylés de
maniére monoallélique (+/-).

Le séquengage de multiples clones a permis de confirmer cette observation. Pour
14 des 15 clones séquencés pour la jumelle I atteinte, en moyenne 24 sites sur 27 sont
méthylés. Pour la jumelle II, 12 clones ont été jusqu’a maintenant séquencés. De ces
derniers, 5 présentent de la méthylation pour environ 26 sites alors que 7 clones ne sont
méthylés qu’a 2 ou 3 sites seulement. La figure 8 illustre un exemple des différences de
méthylation observées pour les sites 16 a 22 chez la jumelles I (clones 53-54-55) et la
jumelle II (clones 65-70). La détection d’une cytosine & la position des ilots CpG
indique la présence de méthylation tandis que la transformation de la cytosine en
thymine indique qu’il y a absence de méthylation. Des 27 sites étudiés, deux (#8 et 26)
sont des sites polymorphiques C/T. Certains sites, par exemple #23 et 24, sont
généralement méthylés pour la majorité des clones et ce, indépendamment de la patiente
(Tableau V; Fig. 9).

En considérant le pourcentage de clones méthylés obtenu pour chacun des sites a
I’étude, nous voyons que le degré de méthylation de la région bis2 propre 4 la jumelle I-
BWS est supérieur a celui de la jumelle II (Fig. 9). Pour la jumelle II, le degré de

methylation moyen est d’environ 40% alors que celui de la jumelle I se situe
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CpG 112{3/4/5(6|7|{8|9|10|11(12/13|14[15(16|17|18]19]20(21]22{23(24(25]2627
Jumelle | (BWS) ADN g [nd{ndind{ndind|nd|ndind|nd| + |+ [+ |+ [#/-| + |+ |+ [#/-] + |+ |+ |+ |+ [+ [+ | T|+/-
clone 1 nd|+ ]+ |+ ]+ |+ |+ |T|+ |+ ]|+ |+ | +]+|+|+ |+ -][+|+|+]|+]|+]|+]|+|nd|nd
clone 4 nd|+ |+ |+ [+ |+ |+ |T|+ |+ |+ |+ |+]+|+|+ ||+ |[+]+]+]|+]|+]|+]|+|nd|nd
clone 6 ndl+ [+ |+ |+ |+ |+ | T|+|+]+|+|+]|+ |+ +|+|+|[+]+]+]+]|+|[+]|+|ndind
clone 7 ndl - -|-1{-1-1-|T|- L R B B I B =l -l ~1-1-1-|~|ndnd
clone 11 ndl+ |+ |+ |-+ 1+ |T|+|+j+ |+ +|+|+|+ |+ |+ |+]|+|+]+]|+|+]|+|ndind
clone 16 ndl+ |+ [+ [+ + ]+ |[T|+]|+]+ |+ |+ ]|+ |+]|+ ]|+ + |+ |+ |+ |+ |+]|+ |ndind
clone 19 |+ |+ |+ | -]+ |+ |T|*+ |+ |+ |+|+|+|+!+|[+|+|+]|+]|+]|+]|+]|+[ndind
clone 43 |+ |+ |+ ]+ |+ | T|+ |+ ]|+ |+ |+|+ |+ [+ |+ |[+|+]|+]|+|+][+]|Ti+
clone 44 |+ |+ |||+ | T+ |+ |+ |+ ||+ ||+ [+ +|+]|+]|+|[+]|+]|T]+
clone 43 ||| T+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ +[+ | +[+]|+]|T]+
clone 48 |+ || T+ |+ ]+ |+ |+ +]+ ]+ |k E ||| T+
clone 51 |+ |+ |+ ||+ T+ |||+ |+ ]|+ |+~ |+ +]|+]+|+[+|[+]|T|+
clone 53 k| R TIH+F[++]+[F[+ ] -+ [+ [+ +][+ |+ +[T+
clone 54 ||+ T+ |+ |+ ]+ ]+ ]+ |+ +]-|+]|+]+]|+]+][+][+]|T|+
clone 55 ||+ || F | T+ |+ ||+ ]+ |+ ||+ |+ ]|+ |+ [+ +][+|+]|T]+
Jumelle I: somme + 1414114121414 T |14|14]|14|{14{15|14|14|14|14| 6 |14 (14| 14[14|14|14|14| T | 8
Jumelle I: somme - 1111311 TiP1 4t oj 1t 1tp9y i1t 1p1]1]1 0

CpG 112|314 |5|6|7(8|9|10/11)12|13|14[{15(16 17 18|19(20(21{22|23(24/2526]27
Jumelle 11 ADN g nd{nd|nd|nd|ndind|ndind{nd|+-[+/-] + | + [+/-] + |#]-|#l-|+l-|#]- |4 -]+ |+ |+ |+ | T |+
clone 1 ndl - [-{-]-1-{-Ind|-f|-|-{-]~]-|-|-1-{-]-|-1-1{-|+]|*]|-|nd|nd
clone 11 ndl - |- -|-|-f{-~|nd|-|-|-]-]-1-1-|-/-1-|-]-1-{+|+]|+] - |nd|nd
clone 22 ndl - |- - - -[-|nd] - -1-1-1-1-1-1-1-1-]-1-]-1-1+*1+]- |nd|nd
clone 25 + |+ |+ |+ [T+ ]+ + ]+ ]+ + |+ ]|+ |+ |+ +]+]+[+]|+]T|+
clone 27 L IR B O T R T e o T T N O T O N T S S N O T I T O o
clone 29 +l ||+ ||| T+ |+ || ][] T+
clone 32 |+ ||+ ||+ |+ T |+ +][+]|+]|+|+][+|+]|+]|+]+]+]|+][+][+]|T|+
clone 41 ndl+ [+ |+ [+ |+ |+ | T+ [+ |+ |+ ]+ |+ ]|+ |+ |+ [+ |[+][+]+]+]+]+]|+]|T|+
clone 70 - - - - Ti= ===t =f=]=f-1=]-|-]-1=~1-]+[+|+|T]-
clone 65 CON NN RN SR R BTN BN A O B el e RT -
clone 69 T - - T EEEEEREGRE
clone 72 - T - - - - - - - - -+ -7+
Jumelle Il: somme + 4/5{5|5|5|5|5|{T{5|5|5|5/5|5{5|5|5|5|[5|5|5(612{11/8|T|6
Jumelle II: somme - AV T7V7H T T 7T TV 77\ 777|777\ 7| 7|7|6]011]4 3

Tableau V: Analyse des différences de méthylation des sites de la région bis2 en 5’ du promoteur
H]I9 effectuée sur ’ADNg et sur plusieurs clones chez les jumelles monozygotiques
discordantes pour le BWS. La jumelle I atteinte posséde un statut d’hyperméthylation
comparée a sa jumelle II non atteinte. Les chiffres de 1 a 27 représentent les
différents sites CpG de la région bis2. n.d: non déterminé; +: site méthylé; -: site
non méthylé; T: site polymorphique.
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Degré de méthylation
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Figure 9:

3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27
Site de mé thylation

Hyperméthylation du centre de contréle BWSIC1 chez la jumelle
atteinte du BWS. Le degré de méthylation indique le pourcentage de
clones méthylés retrouvé dans 1’échantillon de clones analysés pour
la jumelle I-BWS (n=15) et la jumelle II (n=12) a chacun des 25
ilots CpG pouvant étre différentiellement méthylés. Les sites #8 et
26 présentent un polymorphisme C/T. ——: Jumelle I;
—o— : Jumelle II; P: Site polymorphique.
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approximativement entre 90-95%. Cependant, il semble que certains sites ne suivent pas
cette tendance (e.g., #18). L’hyperméthylation du centre de contrdle BWSICI1 chez la
jumelle I atteinte du BWS suggére la présence d’une perte potentielle d’empreinte

génomique (se référer a la discussion).
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2.4. DISCUSSION

Ces travaux ont permis de mettre en évidence I’absence d’UPD paternelle et la
présence d’altérations épigénétiques spécifiques au centre de contrdle de I’empreinte
BWSICI chez des jumelles MZ discordantes pour le BWS. La littérature rapporte
fréquemment ’existence de ces phénoménes moléculaires pour expliquer 1’étiologie du
BWS chez des patients sporadiques, mais aucun de ces phénoménes n’est décrit dans le
but d’expliquer les divergences phénotypiques observées dans les cas de jumeaux MZ

discordants.

2.4.1. Caractére MZ des jumelles discordantes pour le BWS

Les jumelles que nous venons d’étudier constituent la 16° paire de jumelles MZ
discordantes pour le BWS en tenant compte de celles décrites dans la littérature.
L’identité des génotypes obtenus suite a I’analyse de plusieurs variantes polymorphiques
distribuées dans le génome nous ont permis d’appuyer les observations
histopathologiques préalablement effectuées a la naissance sur le placenta. La présence
de membranes monochorionique et diamniotique assigne aux jumelles un caractére MZ.
(Keith et Machin, 1997). Toutefois, il faut prendre en considération que I’une des
limites expérimentales imposées lors de situations de monozygosité nous vient du fait
que 70% des jumeaux MZ partagent la méme circulation sanguine lors de la grossesse.
Ce phénomene pourrait faire en sorte qu’il est difficile de révéler les divergences
génotypiques (Hall, 1996). Les mémes analyses effectuées sur I’ADNg isolé & partir
d’autres tissus tels des fibroblastes pourraient nous fournir cette précision, mais il
demeure souvent difficile d’obtenir ce type de prélévements. Nous pensons tout de
méme que la grande sensibilité de la technique utilisée nous permét de soutenir notre
conclusion. En effet, lors du génotypage, du moins pour les microsatellites hautement
polymorphiques spécifiques a I’X, un caractere dizygotique des jumelles se serait plutt

manifesté en ce qui concerne leurs patrons alléliques comme un phénomeéne de
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mosaicisme (i.e., plus de deux all¢les visibles). Selon nous, la discordance pour le BWS

n’est pas due a la non MZ de ces derniéres.

2.4.2. Absence d’UPD

Notre investigation génotypique au locus 11pl15.5 est en faveur d’une
contribution chromosomique biparentale. Le caractére informatif du polymorphisme
Pstl de I’INS et celui spécifique au géne Hras, lesquels sont situés de part et d’autre des
genes IGF2 et HI19, nous permettent d’exclure ’UPD paternelle et la LOH comme
¢léments causatifs de ’incidence du syndrome chez la jumelle I atteinte. En considérant
que le risque de retrouver des tumeurs de Wilms est fréquemment associé a la
manifestation de I'UPD chez les patients BWS (Henry et al, 1993), nos résultats
moléculaires pourraient suggérer que cette patiente BWS est potentiellement moins a
risque (4ge actuelle: 4 ans et 8 mois; jusqu’ici aucune évidence clinique de tumeurs).
Nos résultats appuient également les observations cytogénétiques ayant démontré un
caryotype 46,XX normal (i.e., absence de trisomie 11) pour les jumelles. De plus,
aucune hémihypertrophie n’a été décrite cliniquement pour la jumelle I, ce qui est en
accord avec les corrélations préalablement rapportées (Schneid et al., 1993; Catchpoole
et al., 1997). En effet, les patients BWS présentant ce trait phénotypique sont
généralement associés moléculairement a I’UPD paternelle et a la présence de
mosaicisme. Ainsi, ’absence d’UPD pour la jumelle I atteinte nous permet de mettre de
c6té ’hypothese d’une perte d’empreinte causée par une contribution allélique parentale
non équivalente. Toutefois, il faut souligner que certains organes (e.g., reins, foie) de la
jumelle I sont hypertrbphiés. La limite expérimentale que nous impose I’utilisation de
I’ADNg leucocytaire nous oblige a ne pas négliger la présence potentielle d’une UPD en

11p15.5 dans ces tissus.
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2.4.3 Défauts de méthylation au centre de controle BWSIC1

L’utilisation de la technique de séquengage au bisulfite nous a permis de
procéder aisément & 1’étude des différences de méthylation pour de multiples flots CpG
au site BWSIC1. Nous avons mis en évidence chez la jumelle I atteinte, par
comparaison a sa jumelle II non atteinte, un nombre plus important de clones méthylés
que de clones non méthylés.  Pour une expression monoallélique, nous nous attendons
a avoir 50% de clones méthylés (allele qui n’exprime pas H19) et 50% de clones non
méthylés. Puisque nous avons trouvé que 95% des clones provenant de la jumelle
atteinte étaient méthylés, nous sommes en mesure d’affirmer que la région DMR de HI9
chez la jumelle atteinte est hyperméthylée, c’est-a-dire que le profil de méthylation au
centre BWSICI se retrouve de maniére anormale, bialléliquement méthylée (Fig. 9).
Inversement, la jumelle II non atteinte présente un ratio de clones méthylés/non
méthylés d’environ 1:1, soit une méthylation allélique légérement inférieure a3 50%
(environ 43% de clones méthylés) (Fig. 9). Cette constatation est le reflet du profil de
méthylation observé en situation normale. En effet, cette région située en amont de H19,
laquelle constitue I’¢lément clef de la ré gulation de 1’empreinte génomique de ce gene,
est caractérisée par une méthylation monoallélique paternelle (Maher et Reik, 2000).
L’altération spécifique au centre BWSIC1 est observée dans environ 5 a 10% des cas
BWS non UPD. Par conséquent, nos résultats démontrent clairement la présence, entre
les jumelles a I’étude, d’une discordance spécifiquement liée aux profils de méthylation
de H19.

Nous savons que I’hyperméthylation de la région bis2 localisée au niveau du
centre BWSICI est associée a I’inhibition de I’expression de H79 ainsi qu’a ’expression
biallélique d’/GF2 (Catchpoole et al., 1997). Ainsi, pour la jumelle I atteinte, nous
déduisons que I’hyperméthylation observée révele la manifestation d’une LOI d’/GF?2
associée a un double dosage de ce dernier. Cette anomalie moléculaire entrainerait par
le fait méme la croissance excessive rencontrée majoritairement dans ce syndrome. Les
traits phénotypiques tels que la croissance prénatale excessive, le polyhydramnios et la
macroglossie décrits chez la jumelle I sont également en accord avec ce qui est observé

dans le mod¢le murin de surexpression d’Igf2 de Sun et al. (Sun et al., 1997). L’absence
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de ces stigmates chez la jumélle IT soutient I'implication d’anomalies épigénétiques en

BWSIC1 dans I’étiologie de la discordance.

De plus, il est intéressant de constater par I’intermédiaire de nos observations que
certains ilots CpG dérogent de cette tendance de méthylation différentielle (Fig. 9).
Ainsi, nous pouvons penser que ces ilots ne possédent pas de fonction essentielle dans la
régulation de I’empreinte.

Bien que la mise en évidence de I’hyperméthylation de HI9 ainsi que la
description phénotypique nous permettent d’affirmer que la manifestation du BWS chez
notre jumelle atteinte dépend d’un défaut au centre de contréle de I’empreinte BWSICI,
nous ne pouvons pas négliger la possibilité de trouver des discordances au niveau des
autres €léments régulateurs de 1’empreinte présents au locus 11pl15.5 (e.g., défaut au
centre BWSIC2). En réalité, la présence d’omphalocéle rapportée chez la jumelle I nous
laisse perplexe puisque toutes les études documentées jusqu’a maintenant ne rapportent
pas de corrélation significative entre cette caractéristique phénotypique et
I’hyperméthylation de H19 (Lam et al., 1999; Engel et al., 2000; Gaston et al., 2001).
Cependant, il a été¢ récemment démontré que 1’/GF2 peut diminuer I’expression de
p57KP2 (Grandjean et al., 2000). Puisque des mutations dans ce dernier peuvent étre
associées 4 I’omphalocele, nous émettons I’hypothése que notre patiente a été soumise
indirectement (via une augmentation d’/GF2) & une diminution de p575%? lors d’un

moment prénatal critique impliqué dans la fermeture des parois abdominales.

2.4.4. Pertinence clinique d’une hyperméthylation de H19

Les enfants affectés par le BWS ont une susceptibilité accrue au développement
de tumeurs embryonnaires, surtout des tumeurs de Wilms. Récemment, I’équipe de
Bliek ef al. a démontré I’existence de corrélations significatives entre 1’incidence plus
élevée de tumorogénécité et les profils aberrants de méthylation pour HI9 (Bliek et al.,
2001). L’hyperméthylation de H/9 que nous retrouvons de fagon distincte dans les

situations de défauts du centre BWSIC1 ainsi que lors de la présence d’UPD (deux
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alléles paternels donc méthylation biallélique) semble donc spécifiquement liée au
risque de développer des tumeurs dans le BWS. Cette derniére manifestation ne s’ avére
pas exacte lorsque des défauts épigénétiques sont rencontrés au centre BWSIC2 (LOM
de LITI). Ceci indique I’existence d’un géne de suppression tumorale dans la région
avoisinant BWSIC1. HI9 pourrait trés bien étre ce géne candidat. D’ailleurs, la
répression de H/9 par la méthylation a déja été démontrée dans les tumeurs de Wilms
(Dao et al., 1999).

Par conséquent, nous soutenons que le suivi clinique de la jumelle I atteinte du
BWS (ou de tout autre patient) est d’une importance majeure dans I’investigation du
développement tumoral étant donné son appartenance au groupe de patients BWS
affectés par des altérations en BWSIC1. L’absence d’UPD n’est pas suffisante pour

exclure la manifestation de tumeurs embryonnaires.

2.4.5. Etiologie des défauts de méthylation

Deux parameétres pouvant apporter une explication quant a ’origine des défauts
de méthylation retrouvés chez notre patiente méritent d’étre discutés: mentionnons un
événement environnemental local se limitant a la jumelle affectée ainsi qu’une mutation
somatique de novo ayant eu lieu apres la fécondation et la formation du blastocyste. Il a
déja été propos€¢ par Machin que la division inégale de la masse cellulaire interne
(bouton embryonnaire) puisse engendrer des défauts subséquents du développement
compte tenu du nombre différent de cellules. Par conséquent, les apports nutritifs,
I’exposition aux toxines environnementales et la stimulation hormonale via la circulation
placentaire peuvent étre plus importants, proportionnellement parlant, dans la situation
ou le feetus regoit moins de cellules au départ. Il est donc théoriquement possible, mais
difficilement envisageable que 1’environnement feeto-placentaire ait pu différer d’un
feetus & D’autre sans affecter plusieurs loci (e.g., volumes différents des réserves de
groupements méthyles). De fagon similaire, il nous semble peu probable que des
mutations propres aux enzymes responsables de la mise en place de la méthylation

allélique spécifique puissent €tre en cause dans la discordance phénotypique observée
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chez nos jumelles. Dans de pareils cas, nous nous attendrions plutdt & un phénotype plus
sévere, i.e., ne présentant pas uniquement les traits BWS (e.g., traits phénotypiques du
PWS/AS étant donné la participation des mémes enzymes a la mise en place de la
méthylation dans la région 15q11-q13). Cependant, nous ne pouvons pas exclure la
présence de mutations somatiques, dans les régions voisines du BWSIC1 par exemple,
pouvant participer au maintien de la conformation de la chromatine et donc a ’accés du
BWSICI1 aux méthylases. Puisque nous ne pouvons pas savoir ou se se situent de telles
mutations, le séquencage de tout le locus 11p15.5 demeure présentement difficilement

réalisable.

2.4.6 Perspectives expérimentales

Nous avons discuté des points qui ont permis d’exclure 1’appartenance de la
jumelle I atteinte au sous-groupe de patients sporadiques présentant une UPD paternelle.
Par le fait méme, la démonstration de la présence d’altérations de méthylation au centre
BWSICI laisse envisager une appartenance aux 70 a 85% de patients dont I’étiologie
n’est pas encore définie. De plus, nous ne pouvons pas ignorer le pourcentage élevé de
patients BWS qui constituent le groupe caractérisé par des défauts au centre BWSIC2
(Tableau III), d’autant plus que notre jumelle I atteinte présente un omphalocéle. Ainsi,
la corrélation existante d’une part entre la présence d’omphalocéle et les mutations
connues du géne p575"* et d’autre part avec les altérations de méthylation de KvDMR1
au site du centre de contréle de I’empreinte BWSIC2 nous pousse & poursuivre une
investigation mutationnelle et épigénétique (Lam ef al., 1999; Engel et al., 2000; Gaston
et al., 2001). 1l sera essentiel de séquencer le géne p57°? et de poursuivre des analyses

de méthylation au centre BWSIC2.

Finalement, sachant que 1’hyperméthylation du BWSIC1 est associée a une
répression de H79 ainsi qu’a une perte d’empreinte d’/GF2 et donc a son expression
biallélique, nous voulons dans un futur proche analyser ’expression d’/GF2 afin de

déterminer expérimentalement s’il y a bel et bien une LOI d’/GF2. La procédure
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envisagée est d’évaluer quantitativement les niveaux d’ARN d’/GF2 au moyen de
sources tissulaires telles les fibroblastes et les cellules de 1’épithélium buccal et ce, afin

de limiter les biais associés aux analyses effectuées a partir du sang périphérique.

En terminant, nous avons présenté les premiéres évidences moléculaires en lien
avec la discordance d’une paire de jumelles MZ pour le BWS. Cette étude suggére que
des modifications épigénétiques spécifiques au centre de contrdle BWSIC1 peuvent étre

responsables de la discordance observée chez ces enfants génétiquement identiques.



CHAPITRE 3

EMPREINTE GENOMIQUE ET
SYNDROME DE TURNER



76

3.1. REVUE DE LITTERATURE

La compréhension des bases moléculaires associées au Syndrome de Turner
constitue le second champ d’intérét de ce mémoire. Les expériences visant a étudier
I’implication de I’empreinte génomique dans 1’étiologie du TS ne sont encore qu’a leur
tout début. Puisque le Syndrome de Turner représente une prévalence de 1:2 500 filles
nées (Gravholt et al., 1996; Ross et al., 1997; Gicquel et al., 1998), qu’il implique des
problemes cliniques majeurs incluant une trés petite taille et ’infertilité, 1’étude de cette
condition est importante pour notre compréhension de la croissance et de la

différentiation sexuelle.

3.1.1. Caractérisation clinique du TS

3.1.1.1. Généralités

Le Syndrome de Turner a été décrit cliniquement pour la premiére fois en 1938
par le Dr Henry Turner. En 1959, le patron chromosomique typique du TS, soit le
caryotype 45,X, était confirmé (Ford et al., 1959). Le TS constitue de loin 'unique
forme monosomique viable; plus de 99% de toutes les conceptions 45,X ne parviennent
pas a terme (Jacobs et al., 1990; Chu et Connor, 1995). Par ailleurs, plusieurs études ont
démontré que ce syndrome était caractérisé tant par sa variabilité phénotypique que
génotypique (monosomie compléte, réarrangements structuraux de I’X et mosaicisme).

Une panoplie de caractéres physiques peut décrire le phénotype des filles
atteintes du TS. La petite stature et la présence d’une dysgénésie gonadique, entrainant
un infantilisme sexuel et une infertilité secondaire, sont les traits retrouvés dans
respectivement 100% et 95% des cas. Parmi les particularités fréquentes, notons les
troubles d’obstruction du systéme lymphatique (<50% des cas): le lymphedéme des
mains et des pieds, la palmure cervicale et I’implantation basse des cheveux (Rovet,
1992; Donaldson, 1998; Truesdell ef al., 1998). La croissance du squelette (40-60% des
cas) peut également étre affectée, causant le développement d’un thorax en tonneau et

d’un écartement des mamelons, d’un cubitus valgus et d’anomalies craniofaciales
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(micrognatie et palais ogival) (Rovet, 1992; Donaldson, 1998; Truesdell et al., 1998).
D’autres anomalies peuvent étre observées & des fréquences variables telles les
infections chroniques de [Ioreille moyenne, la perte auditive conductive et
neurosensorielle (53%), la coarctation de I’aorte et d’autres anomalies cardiovasculaires
(55%), les anomalies rénales (39%) en plus d’une abondance de navi pigmentaires
(26%) (Rovet, 1992; Donaldson, 1998; Truesdell ef al., 1998). De plus, nous retrouvons
dans cette population de patientes des risques relativement élevés de morbidité et de
mortalité (Gravholt et al., 1998). En effet, les maladies cardiovasculaires congénitales
ou acquises (souvent associées a une hypertension) sont de loin la cause principale de
morbidité suivie des anomalies affectant le systéme rénal (Nathwani ef al., 2000).

En ce qui a trait aux carences intellectuelles, les filles atteintes possédent
géncralement une intelligence normale, méme si leur niveau de quotient intellectuel (QI)
global se trouve 1égerement au-dessous de la norme (Rovet, 1992). Cette divergence
découle spécifiquement d’un déficit sélectif dans le traitement de I’information visuo-
spatiale (e.g., problémes d’organisation spatiale, de reproduction visuelle, de mémoire
visuelle), mais n’affecte en rien ’incidence de déficience mentale (QI de performance:
filles TS: 88.7; groupe témoin: 103.8). Aussi, leurs habiletés verbales sont relativement
intactes (QI verbal: filles TS: 100.5; groupe témoin: 104.0). Toutefois, une étude
récente révele que les filles atteintes du TS éprouvent une insuffisance motrice générale
significative (Nijhuis-van der Sanden et al., 2000). Il n’existe aucune corrélation
significative entre les résultats obtenus aux tests évaluant I’intelligence et ceux des tests
mesurant les performances motrices. Il semble qu’il ne peut y avoir d’interdépendance
entre les troubles moteurs et les problémes de cognition.

Néanmoins, retenons que I’incidence et la gravité de tous ces traits
phénotypiques peuvent varier considérablement et prendre différentes combinaisons
d’une patiente Turner a I’autre et ce, que ce soit pour un méme caryotype ou pour des

caryotypes différents.
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3.1.1.2.  Courte taille: Pertinence du traitement a |’ hormone de

croissance

Le défaut de croissance (non associé a une déficience en hormone de croissance
(GH)), lequel conduit & une courte taille adulte, est le trait phénotypique le plus fréquent
dans le TS. Il se manifeste tres tot dans I’enfance (taille moyenne en SDS: -0.5 & la
naissance, -1.5 aprés la premiére année de vie) et est causé par un retard de croissance in
utero modéré, par un ralentissement de la croissance pendant la petite enfance, par un
retard dans ’amorce des composantes de la croissance infantile ainsi que par une
croissance ralentie pendant ’enfance (Davenport et al., 1999). Selon la courbe de
croissance établie par Lyon et al. (Lyon et al., 1985), nous constatons que la taille adulte
moyenne d’une femme atteinte (144 cm) se situe environ 20 cm au-dessous de la taille
adulte moyenne d’une femme non atteinte (164 cm).

Afin d’augmenter la taille adulte chez les patientes atteintes du TS, un traitement
a la GH est disponible depuis les années 1980. Les observations, découlant d’études
antérieures, démontrent que le traitement a la GH induit une augmentation de la vélocité
de croissance, laquelle résulte en un gain moyen de la taille finale des filles atteintes du
TS. Bien que des groupes rapportent des gains plutot limités (Van den Broeck et al.,
1995) et que d’autres études révélent des gains relativement importants (Rosenfeld et al.,
1998; Preece et Moore, 2000), tous s’entendent pour dire que le gain de taille attendu est
trés variable et peut se situer entre 0 et 13 cm. Notre équipe et d’autres centres ont
démontré que 30 a 50% des patientes traitées a la GH atteignaient une taille adulte égale
ou inférieure a la taille préalablement prédite (Taback et al., 1996; Dacou-Voutetakis et
al., 1998). Une méta-analyse récente évaluant ’effet du traitement a la GH sur la taille
adulte des patientes Turner a démontré que la chance d’atteindre une taille adulte de 7.5
cm au-dessus de la taille prédite est de 32% (p<0.00001) lorsque le traitement est initié
entre I’4ge de 5 et 9.99 ans (Taback, 2001).

Les mécanismes expliquant la variabilité de la réponse au traitement a la GH ne
sont toutefois pas connus, mais plusieurs facteurs influencent la croissance et la taille
adulte des Turnériennes tels 1’origine ethnique et la taille des parents (Rochiccioli et al.,

1994; Taback et Van Vliet, 1995). D’autres hypothéses ont été émises pour tenter
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d’expliquer la variabilité de la réponse au traitement a la GH en prenant en considération
les parametres tels que le degré de mosaicisme, le poids a la naissance, les diverses
malformations associées, le caryotype particulier (45,X versus 46,X,del(Xp), la fonction
gonadique préservée (e.g., les filles possedant un caryotype X,i(Xq) peuvent entrer
spontanément en puberté), ’4ge au moment du début du traitement, le choix du type
d’hormonothérapie dans I’induction de la puberté ainsi que Dorigine parentale du
chromosome X intact (Taback et Van Vliet, 1995).

Ainsi, face a cette énorme variabilité de facteurs et considérant que le traitement
entraine des collts exorbitants (selon ’4ge, 15 000 & 30 000 $ par année de traitement),

I’individualisation et I’optimisation du traitement sont indispensables.

3.1.2. Génétique
3.1.2.1. Variabilité caryotypique et mosaicisme

Tout un répertoire d’anomalies chromosomiques de I’X peut définir le TS. Bien
que des études initiales documentent I’incidence du caryotype 45,X dans 40 a 60% des
cas, la fréquence de la monosomie semble étre surestimée (Binder ez al., 1995; Lopez et
al., 1998). En effet, plusieurs analyses mettent en évidence la prépondérance d’une
variabilité d’anomalies chromosomiques telles les délétions du bras court (46,X,del(Xp))
et du bras long (46,X,del(Xq)), I’isochromosomie (46,X,i(Xq)) ainsi que I’organisation
chromosomique en anneau (46,X,r(X)) ou encore le mosaicisme. Ce dernier se définit
par la présence, chez un méme individu, de deux ou plusieurs populations de cellules
différentes par leur constitution caryotypique (45,X/46,XX; 45,X/46,X,i(Xq); etc.)
(Tableau VI). Cette constatation refléte probablement le fait que le diagnostic est
maintenant plus souvent recherché chez des filles moins sévérement atteintes (e.g., fille
avec courte taille inexpliquée, sans autre manifestation). Le mosaicisme de type
45,X/46,XX décrit la forme la plus fréquente. Celui ou nous retrouvons simultanément
une monosomie et une isochromosomie Xq constitue la formule chromosomique

observée dans 15% des cas. Mentionnons qu’il est également possible de rencontrer un
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individu dont le mosaicisme est caractérisé par plus de deux lignées cellulaires
différentes (Grumbach et Conte, 1992). Nous ne connaissons pas réellement les causes
de la perte de matériel chromosomique. Toutefois, I’apparition d’une monosomie
compléte peut survenir au moment de la méiose I ou II suite & une non-disjonction lors
de la spematogenése ou de ’ovogenése. De telles erreurs de ségrégation au niveau des
chromosomes sexuels produiront des gamétes sans aucune copie du chromosome X (ou
copie de I'Y) (Brock, 1993). Quant a elle, une non-disjonction mitotique engendrera des
caryotypes en mosaique. Normalement, la non-disjonction mitotique a lieu lors des
premiéres étapes de clivage, quelque temps aprés la fécondation (Brock, 1993). L’Age
maternel avancé a été suggéré comme facteur de risque dans le développement du TS,
mais cette théorie a été contredite par les observations d’autres groupes, lesquels
démontraient que ce parameétre est en corrélation inverse avec la manifestation de la
monosomie de I’X (Gravholt et al., 1996).

Par ailleurs, il a été constaté que le pourcentage de mosaicisme est moins élevé
chez les avortons que chez les nouveau-nés (Hassold et al., 1988). L’hypothése qui
émerge de cette constation sous-entend que la présence d’un caryotype mosaique est
nécessaire a la survie des patientes atteintes du TS. Rappelons que 99% des conceptions
ne parviennent pas au terme de la grossesse. Ainsi, la totalité des naissances nécessitent
la présence de lignées cellulaires différentes et ce, méme si le mosaicisme ne peut étre
révélé par les techniques moléculaires conventionnelles (Jacobs et al., 1990; Hochberg
et Zadik, 1999). En ce sens, Saenger et al. rapportent (Saenger, 1996) que le
raffinement des méthodes d’analyse moléculaire nous permet maintenant de mieux
détecter le mosaicisme. Il soutient que, par I’utilisation de la technique FISH, il est
possible d’augmenter de 26% la détection du mosaicisme comparativement aux analyses
cytogénétiques. La technique de RT-PCR augmenterait la détection de 40%. Il a été
démontré que les méthodes de PCR-Southern et de PCR imbriqué-Southern sont plus
efficaces encore pour ce type d’investigation (Kocova et al., 1993; Patsalis et al., 1998).

Il est crucial d’identifier précisément le caryotype puisqu’il permet cliniquement
de prévoir certaines prédispositions. Certes, les Turnériennes sont porteuses de matériel
chromosomique X, mais il est possible qu’elles possédent aussi du matériel

chromosomique Y caché (Y cryptique) (35-40% des cas). Il est essentiel de détecter
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Pexistence d’un Y cryptique chez les sujets TS puisque cette situation les prédispose a
un risque de 15 a 25% de développer des gonadoblastomes et une virilisation a la
puberté (Tableau VI). Néanmoins, la présence ou non de mosaicisme dans les cellules
lymphocytaires ne refléte pas nécessairement le caryotype des autres lignées cellulaires.
Bien que les tissus de différentes origines (e.g., épithélium buccal, tissus gonadique)
peuvent aussi cacher du mosaicisme, en dehors des études cliniques, le diagnostic de
routine repose majoritairement sur le caryotype des lymphocytes périphériques. 11 est
donc normal de rencontrer des difficultés majeures provenant de la prévalence de

mosaicisme et de sa détection lorsque nous tentons d’établir des corrélations

phénotypes-génotypes.
3.1.2.2  Implication du chromosome X

3.1.2.2.1. Inactivationde ]’ X

Etant donné la différence quant au nombre de X présent chez les deux sexes,
Lyon a émis en 1960 une hypothése concernant le dosage des génes liés au chromosome
X. L’hypothése soutient qu’il survient lors des tous premiers stades du développement
embryonnaire chez les mammiferes femelles une compensation dans le dosage des génes
liés aux chromosomes X. Cette compensation a lieu par I’inactivation de I’un des deux
chromosomes X au sein des cellules diploides normales. L’inactivation de I’X est sous
la régulation des mécanismes de I’empreinte génomique. Le centre d’inactivation de
I’X, nommé XIC est le principal régulateur. Les genes de ce locus (Xq13.2), comme le
geéne XIST, sont seulement exprimés sur le chromosome X inactif (Xi). XZST a un réle
dans DI’inactivation. Il est connu que seul le Xi exprime I’ARNm de XIST, lequel
interagit localement avec ’ADN du Xi. De multiples éléments sont probablement
nécessaires a la mise en place de I’inactivation: I’élément de contrdle de I'X (Xce) en est
un exemple (Jamieson et al.,, 1996). L’inactivation a normalement lieu de maniére
aléatoire, c’est-a-dire qu’environ la moitié des cellules inactivent le chromosome X
d’origine maternelle (X™') tandis que 1’autre moitié inactivent le chromosome X

d’origine paternelle (X*). Cependant, il semble qu’il peut y avoir une régulation
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tissulaire spécifique puisqu’il a été démontré que les cellules extraembryonnaires
(trophoblastiques) inactivent préférentiellement le XP* (Jamieson et al., 1996).

Les erreurs d’inactivation du chromosome X pourraient avoir une importance
dans la variabilité phénotypique du TS. En situation de monosomie compléte (45,X),
P'unique X intact est actif. Généralement, I’inactivation de I’X chez les patientes
possédant un caryotype mosaique s’effectue normalement dans les cellules avec plus
d’un chromosome X (Chu et Connor, 1995). Par contre, il semble que dans certains cas
(e.g., patientes avec chromosome en anneau (ring chromosome)) le processus
d’inactivation peut manquer et entrainer 1’activation des 2 chromosomes X (Migeon et
al., 1993). Dans de telles circonstances, le centre XIC n’est pas toujours absent, mais son
expression peut étre altérée par des mutations (Migeon et al., 1993; Migeon et al., 1996).

Par ailleurs, il est pertinent de mentionner que certains génes spécifiques au
chromosome X échappent a cette inactivation, ce qui signifie qu’une double copie de ces
genes est active (e.g., région pseudoautosomale ou «<PAR»). Nous ne savons pas si les
mécanismes moléculaires entrainant I’inactivation de la majorité des génes sur ’un des
chromosomes X résultent d’une activité locale ou encore s’ils sont le reflet d’une
organisation en domaines subchromosomiques, ceci a I’exemple des centres de contrdle
de I’empreinte. Une étude se concentrant dans la portion chromosomique Xp11.21-

p11.22 supporte cette derniére hypothese (Miller et Willard, 1998).

3.1.2.2.2. Génes candidats: Réle majeur du géne SHOX

Les efforts pour tenter d’identifier un ou plusieurs génes actifs dans le TS ont
permis & deux équipes de mettre en évidence, par clonage de position, le géne SHOX
aussi connu sous 1’abréviation PHOG (Ellison et al., 1997; Rao et al., 1997). SHOX a
tout du geéne idéal pour expliquer la petite stature des patientes Turner. Il est localisé
dans la région identique, dite pseudoautosomale (PAR1) (Fig. 10), des chromosomes X
et Y et code pour 2 isoformes protéiques contenant un homéodomaine. L’une d’elle est
exprimée dans les fibroblastes de la moelle osseuse. La région pseudoautosomale se
situe en position télomérique sur les bras courts (Xp et Yp) des chromosomes X et Y.

Cette région est la seule région qui échappe totalement a I’inactivation de I’X (Fig. 10).
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Figure 10:  Structure et fonction des chromosomes sexuels. Pointillés: Génes homologues
X et Y; pter, qter: Télomeres. (Zinn, 1998)
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Puisque SHOX réside a cet endroit, cela signifie que les deux alléles actifs sont
importants dans la croissance (Zinn et Ross, 1998; Zinn, 1998). L’haploinsuffisance de
SHOX semble également jouer un rdle dans la présence de défauts squelettiques comme
le cubitus valgus et le 4° métacarpien plus court (comme observés dans le Syndrome de
Leri-Weill) (Kosho ef al., 1999). Des mutations affectant les deux copies de SHOX ont
été trouvées dans un syndrome caractérisé par une trés petite taille, voire une
chondrodysplasie (mésomélique), appellé syndrome de Langer.

Ogata et al. ont récemment décrit la fonction de SHOX. En effet, SHOX semble
agir en partie comme régulateur de la fusion des plaques de croissance ainsi que dans la
maturation de la partie distale des membres et ce, de maniére a neutraliser les effets de
Pcestrogéne sur la maturation du squelette (Ogata et al., 2001). Certes, SHOX ne
fonctionne pas seul dans la régulation de la croissance puisqu’il est rapporté que des
délétions plus importantes en Xp entrainent un déficit de croissance plus sévére encore.
Il pourrait agir en association avec des genes liés a I’X ou conjointement avec des effets

non spécifiques de I’aneuploidie (Ogata et Matsuo, 1995).

De plus, les études actuelles se concentrent sur des régions qui sont identiques
d’un chromosome sexuel a I’autre, qui échappent a I’inactivation de I’X ou encore qui
sont des loci reconnus pour contenir des génes homologues aux deux chromosomes. Les
génes RPS4X, ZFX et PRKX (Fig. 10) par exemple ont des homologues sur le
chromosome Y (RPS4Y; ZFY; PRKY) et sont des candidats qui suscitent I’intérét (Zinn
et Ross, 1997; Zinn, 1998; Zinn et Ross, 1998). Par exemple, un modéle murin invalidé
pour le géne Zfx présente une viabilité réduite, une masse corporelle embryonnaire et
adulte amoindries ainsi qu’un nombre restreint de cellules ovariennes, trait phénotypique
qui rappelle le TS (Luoh et al., 1997).

Récemment, une étude chez le mouton a permis de mettre en évidence
I’existence d’un géne (Woodlands gene) soumis a I’empreinte sur le chromosome X
(Davis et al., 2001). Il s’avére que ’expression de ce dernier est régie par I’alléle

d’origine paternelle et qu’il agit dans le contréle de I’ovulation.
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3.1.2.3. Etiologie du TS: Explication d'une régulation par l'empreinte

génomique.

L’empreinte génomique a été proposée comme 1'un des déterminants de la
variabilit¢ du TS. La premiére observation en ce sens constitue la prévalence de 2 4 4
fois plus élevée du caryotype X™ sur celui X**; suggérant que I’origine parentale du
chromosome X intact est susceptible d’influencer la viabilité in utero (Jacobs et al.,
1990; Mathur ef al., 1991; Saenger, 1996). En se basant sur la perte préférentielle de
I’XP* chez les nouveau-nés et les avortons (Jacobs et al., 1990), nous pouvons croire que
les erreurs de non-disjonction méiotique proviennent majoritairement de la
spermatogénése. Encore une fois, I'influence de I’dge parental a été proposée pour
soutenir cette derniére hypothése, mais aucune corrélation entre 1’origine parentale de
I’X et I’4ge parental n’a été trouvée (Mathur et al., 1991).

Une étude faite par I’équipe de Chu en 1994 démontre clairement qu’il existe une
corrélation significative entre la présence d’un chromosome X d’origine maternelle et la
prédisposition a posséder des anomalies cardiovasculaires et une palmure cervicale (Chu
et al., 1994). Les auteurs soulévent également la corrélation entre le percentile de la
taille des filles X™ et le percentile de la taille maternelle. D’autres indices reliées au
réle de I’empreinte génomique dans le TS nous viennent plus directement d’analyses
spécifiques a la compréhension des fonctions cognitives et comportementales (Isles et
Wilkinson, 2000). A 1’aide d’une cohorte de 80 patientes Turner, Skuse et al. sont
parvenus a illustrer clairement certaines différences attribuables & ’effet de 1’origine
parentale du chromosome X. En effet, ils ont démontré que les Turnériennes XP*
s’intégrent mieux socialement que les X™ et ce, grice & leurs habiletés verbales et
fonctionnelles supérieures (Skuse et al.,, 1997). Plus récemment, d’autres études sur
Pimplication de I’origine parentale de 1’X intact ont été rapportées afin d’expliquer la
variabilité liée aux troubles cognitifs. Il a été constaté que les filles ayant retenu le XP*
possédent une mémoire verbale supérieure tandis que les patientes avec X™ possédent
une mémoire visuospatiale supérieure (Bishop et al., 2000).

De plus, un 4° cas de patiente X™ souffrant d’autisme vient d’8tre rapporté

(Skuse, 2000; Donnelly et al., 2000). Nous savons que I’autisme est un désordre qui se
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manifeste quatre fois plus souvent chez les gargons que chez les filles. Ainsi, ces
derniéres observations renforcent I’hypothese voulant qu’un géne soumis a ’empreinte
spécifiquement localisé sur le chromosome X et dont I’expression semble sous la
gouverne de I’alléle d’origine paternelle (alléle d’origine maternelle inexprimé) soit
spécifique a la cognition sociale (Skuse et al., 1997).

Bien que ces données révélent un rdle de I’empreinte génomique dans la
variabilité¢ phénotypique des filles Turner, d’autres groupes n’ont pas réussi & mettre en
évidence une influence de [origine parentale du chromosome X intact sur les
dysmorphismes ou sur la taille (Mathur et al., 1991; Lorda-Sanchez et al., 1992; Tsezou
et al., 1999).

En 1988, une étude pan-canadienne a été instaurée. Jusqu’a maintenant, il s’agit
de I'unique étude randomisée, incluant un groupe contréle non placebo et une induction
pubertaire standardisée, sur I’effet de la GH sur la taille adulte chez les filles atteintes du
Syndrome de Turner (étude GDCT). Le troisiéme volet de cette étude s’intéresse
spécifiquement a I’empreinte parentale et aux corrélations génotypes-phénotypes dans le
TS. Dans ce chapitre, mes efforts expérimentaux mettent [’accent sur le
perfectionnement technique dans le but de nous permettre de déterminer si I’origine
parentale du chromosome X intact dans le Syndrome de Turner influence: 1) la
croissance feetale et postnatale (poids et taille 4 la naissance ainsi que taille adulte); 2) la
réponse au traitement a la GH; 3) la présence de troubles auditifs neurosensoriels. Les
résultats qui sont décrits dans ce chapitre ne sont que préliminaires. Puisque 1’analyse
finale des données ne sera possible qu’une fois la réception des échantillons cliniques
complétée, les résultats spécifiques aux premilres patientes analysées sont décrits dans

ce chapitre.
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3.2. MATERIEL ET METHODE
3.2.1. Population a I’étude

Le sous-groupe a I’étude est constitué de 108 patientes présentant un TS,
lesquelles proviennent de la population de I’étude GDCT (n=155). Chacune des
patientes du sous-groupe a été assignée aléatoirement a un traitement a la GH ou non. A
ce jour, 90% des filles ont atteint leur taille adulte. Afin d’étre admissible  notre étude,
elles devaient présenter un caryotype de type 45,X (n=45 témoin; n=46 traitées a la GH);
46,X,i(Xq) (n=1 témoin; n=2 traitées); 46,X,del(Xp) (n=2 traitées) ou présenter un
mosaicisme de type 45,X/46,X,del(Xp) (n=1 témoin; n=1 traitée) ou 45,X/46,X,i(Xq)
(n=6 témoins; n=4 traitées). Les caryotypes ont été préalablement déterminés par les
analyses cytogénétiques lors du diagnostic clinique. Toute patiente susceptible de
posséder une lignée cellulaire contenant plus d’un chromosome X intact a été
automatiquement exclue. Comme la détermination de 1’origine parentale de I’X requiert
au moins I’analyse de ’ADN maternel, en plus de celui de la patiente, seules les

patientes dont 1’échantillon sanguin maternel a pu étre prélevé ont été admises.
3.2.2. Récolte des échantillons

Les comités d’éthique des centres canadiens participants ont approuvé le
protocole et les formulaires de consentement (Annexe I). Aprés consentement éclairé,
10 ml de sang ont été prélevés (patiente et mére) dans le centre hospitalier traitant; 12
centres canadiens participent a I’étude. Le protocole n’inclut pas la collecte de sang
paternel par crainte de découvrir des cas de non-paternité, lesquels laissent place a des
situations particulierement délicates au point de vue éthique.

Suite & D’isolation des noyaux lymphocytaires, ’ADNg a été extrait par la
technique d’extraction phénol:chloroforme:isoamylOH décrite par John et al (John et al.,

1991). Des aliquots ont été préparés et gardés a -20°C jusqu’aux analyses moléculaires.
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Soulignons que cette étude est présentement en cours et que jusqu’a maintenant,
30 patientes ont €té analysées dont 22 ont pu recevoir la confirmation quant a 1’origine

parentale de leur chromosome X intact.

3.2.3. Analyses moléculaires: Détermination de Dorigine parentale du

chromosome X

L’origine parentale du chromosome X intact a été assignée par le génotypage de
microsatellites spécifiques au chromosome X dont le choix est influencé par le type de la
répétition nucléotidique (di- ou tétranucléotidiques), le haut degré de polymorphisme (7
a 12 alleles), le degré d’hétérozygosité (> 65%) et la fréquence allélique (< 50%). 11
microsatellites (Research Genetics, Inc.) ont été retenus: DXS7100, DXS1053, DXS538,
DXS1003, DXS1204, DXS981, DXS1125, DXS986, DXS1120, DXS1047 et DXS102
(Fig. 11).

3.2.3.1. Génotypage

Par PCR, nous avons employé 2 méthodes de marquage du produit de PCR: le
marquage par incorporation de [a->°P]-dATP (Amersham Pharmacia Biotech) et le
marquage de l’amorce sens en 5' & I’aide de [y-*’P]-ATP (kination) (Amersham
Pharmacia Biotech). Toutes les réactions PCR ont été faites dans un volume de 20 pl a
partir de 25 ng d’ADNg.

Pour les analyses d’incorporation, la mise au point des conditions pour 9
microsatellites (DXS7100, DXS1053, DXS538, DXS1003, DXS1204, DXS981,
DXS986, DXS1047 et DXS102) a été effectuée. L’ADNg de la patiente et de sa mére
ont été amplifiés en présence de 0.6 pM d’amorces sens et antisens spécifiques au
microsatellite utilisé (DXS7100 sens: 5° TGC ACA AGA GGTCAA TGT CT 3’;
antisens: 5° TAA AAT TCC TCA CTC CAC CA 3’); (DXS1053 sens: 5° TTA AGG
AAG TAT GAG GCT CCA,; antisens: 5° TTG GTG CAA AAG TAA TCA CG 3°);
(DXS538 sens: 5° CTG ATT CAC TGT ACA ATG GT 3’; antisens: 5° ATG GAT AAT
AAA CAC ACA GGA 3’); (DXS1003 sens: 5> TTC ACC CAT AGA AGC CGT 3’;
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antisens: 5> CCA TTC CTC ACT GGC AAG 3’); (DXS1204 sens: 5° ATG AAC CCT
TAA CTC ATT TAG CAG G 3’; antisens: 5° AGC NTG CAC CAA CAT GCC 3?);
(DXS981 sens: 5 TCA GAG GAA AAG AAGTAG ACA TAC T 3’; antisens: 5’ TTC
TCT CCA CTT TTC AGA GTC A 3”); (DXS986 sens: 5° CCT AAG TGC TCA TCA
TCC CA 3’; antisens: 5° AGC TCA ATC CAA GTT GCT GA 3’); (DXS1047 sens: 5
CCG GCT ACA AGT GAT GTC TA 3’; antisens: 5 CCT AGG TAA CAT AGT GAG
ACC TTG 3’); (DXS102 sens: 5° GTA GTC TCA GTC GAC ATG CTT TGA C 37
antisens: 5° GCT GAG AAA GTA GAT CCT AAG TGT TC 3’) (Research Genetics,
Inc.). La réaction contenait également 1X de tampon PCR, 67 uM de dCTP, dGTP et
dTTP, 25 pM de dATP, 1.5 mM de MgCl,, 0.45 U de Tag ADN polymérase (Life
Technologies Inc.) et 1 uCi de [0-**P]-dATP. Le PCR a été réalisé selon les parameétres
standards indiqués au protocole de Research Genetics Inc. et selon les conditions de
PCR suivantes: une dénaturation de 2 minutes a 95°C, 30 cycles de 45 secondes a 94°C,
de 45 secondes & 57°C et de 60 secondes & 72°C ainsi qu’une élongation de 10 minutes &
72°C. Les conditions d’amplification des microsatellites DXS7100, DXS1047, DXS986
et DXS1204 ont di étre optimisées en utilisant 0.5 mM de MgCl, et une T°
d’hybridation de 59°C tandis que les conditions pour DXS 102 ont dii étre optimisées en
utilisant une T° d’hybridation de 55°C.

Le marquage en 5' de I’amorce sens a été employé pour les microsatellites
DXS1125 (sens: 5° CTT TAG GGA GGT GAG CTT TCA GGT T 3’; antisens: 5° GGA
GTG CTC TAC TGC TAG GAT GTA A 3’) et DXS1120 (sens: 5> GGA TTC TAA
GAC CCT CTC ACA CCA 3’; antisens: 5° CCA TTC AGT TTT ATT CAG GGG AAA
G 3’). D’abord, pour chacun d’eux, 2.4 pM de I’amorce sens a été marquée avec 80 pCi
de [y-?P]-ATP. 15 U de T4 polynucléotide kinase (Life Technologies Inc.) et 1X du
tampon kinase ont aussi été incorporés aux 25 pl de la réaction de marquage. Ensuite,
I’amorce radioactive a été éluée sur colonne Séphadex G-25 tel que décrit dans Maniatis
et al. pour enlever la radioactivité libre (Maniatis et al., 1989). Par la suite, la réaction
PCR a été effectuée en présence de 0.8 pl de la réaction de marquage, 0.48 pM

d’amorce sens non radioactive, 0.6 pM d’amorce antisens non radioactive, 67 uM de
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chacun des dNTP, 1X de tampon PCR, 1.5 mM de MgCl,, 0.5 U de Tag ADN
polymérase, dans un volume final de 20 pl, en respectant les paramétres standards

décrits ci-haut.
3.2.3.2.  Détermination de l’origine parentale

3 pl de produit de PCR radioactif (ADN maternels et patientes), ont été analysés
par é€lectrophorése sur gel dénaturant contenant 6% de polyacrylamide 19:1 et 7 M
d’urée. Les all¢les spécifiques aux chromosomes X ont été visualisés par exposition
autoradiographique. Le patron allélique attendu pour les méres (46,XX) est de 2 alleles
dans le cas d’hétérozygosité ou de 1 alléle dans le cas d’homozygosité tandis que celui
pour les patientes atteintes du TS (45,X) est de 1 allele (hémizygosité). Les génotypes
mere-fille ont été comparés pour déterminer la provenance parentale du fragment
amplifié chez la patiente. Un fragment identique a I’un des fragments maternels suppose
que la patiente a retenu un chromosome X intact d’origine maternelle (X™). $’il

différe, ceci indique que le chromosome X intact est plut6t d’origine paternelle (XP*).
3.2.3.3. Statistiques

Le pouvoir de discrimination (PD) allélique a été utilisé pour nous permettre de
déterminer D’origine parentale de 1'X. En résumé, la taille de chacun des alléles
amplifiés a ét€ précisée a 1’aide de la séquence plasmidique M13mp18 obtenue suivant
les procédures inscrites au protocole commercial «Sequenase Version 2.0 DNA
Sequencing Kit» (USB). Pour chacun des microsatellites, la fréquence allélique du
fragment amplifié chez la patiente a été assignée selon les valeurs inscrites dans Genome
Data Base. Le PD allélique a été calculé en utilisant la formule suivante: Fréquence
allélique; x fréquence allélique; x fréquence allélique,. L’origine parentale a été
assignée définitivement a une patiente lorsque le pouvoir de discrimination atteint une
valeur < 0.001 pour la présence d’un X™ et < 0.01 dans les cas ou le X*™ est retenu. Ce

PD réfere au pourcentage d’erreur associé a ’attribution de 1’origine parentale.
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3.3. RESULTATS

La Figure 12 montre des exemples d’analyses microsatellites par comparaison
avec la technique de marquage par incorporation de [a->*P]-dATP pour le microsatellite
DXS538 et celle de marquage en 5' de 1’amorce sens pour le microsatellite DXS1120.
Des expériences pilotes pour chacun des microsatellites ont permis un choix technique
qui leur est approprié afin d’analyser adéquatement 1’origine parentale et la taille

allélique des fragments amplifiés.

Jusqu’a présent, 30 échantillons d’ADN ont été étudiés. Les résultats de la
patiente #3 (Ps3) et #7 (P;) sont rapportés (Fig. 13), a titre d’exemple, pour illustrer les
différences observées entre le patron allélique d’une patiente ayant retenu un X™ et une
patiente ayant retenu un X**. En s’attardant aux génotypes patiente (45,X) / mére
(46,XX), nous pouvons voir clairement la différence quant au nombre d’alléles amplifiés
(1:2). Pour le microsatellite DXS7100, la P3 a retenu le X™ puisque son unique alléle
amplifié est identique a ’'un des fragments maternels. L’origine paternelle est assignée
au X intact de la P; puisque le fragment amplifié différe complétement du patron
allélique maternel.

L’analyse de microsatellites supplémentaires est requise pour définir
adéquatement D’origine parentale du chromosome X intact. En début d’étude, le
génotypage des premiers microsatellites DXS7100, DXS981 et DXS1053 a permis, &
trois reprises, d’attribuer I’origine maternelle au X intact de la P; et I’origine paternelle
au X intact de la P; (Fig. 14). En s’attardant a I’analyse de la P3, des tailles alléliques de
208 pb, 194 pb et 200 pb ont été respectivement précisées a 1’aide de la séquence
plasmidique M13pcl8. II s’avere que les fréquences associées aux tailles alléliques
trouvées ne sont pas toutes admissibles au calcul du PD. Dans I’assignation d’une
origine maternelle a I’X intact, les fréquences de trés basse valeur, e.g., 0.07, sont les
plus appropriées. A cette étape, le PD pour la P; correspond & 0.07 (Fig. 14). Etant
donné que le PD n’est pas < 0.001, 3 microsatellites additionnels ont di étre génotypés
(Tableau VII-A) afin de trouver un PD respectant la valeur statistique prédéterminée.

Ainsi, avec un nouveau PD égal 4 0.0007, la P3 a retenu le X™. Mentionnons que sur 6
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Figure 13: L’origine parentale des alléles suite a I’amplification d’un microsatellite chez des
patientes 45,X atteintes du TS (e.g.: DXS7100). Similarité des patrons alléliques
entre la patiente #3 et sa mére (X™). Discordance des patrons alléliques entre la
patiente #7 et sa meére (Xrat). Colonne 1: génotype de la patiente #3; colonne 2:
génotype maternel de la patiente #3; colonne 3: génotype de la patiente #7;
colonne 4: génotype maternel de la patiente #7; M13pc18: séquence plasmidique.
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Figure 14: Analyse de microsatellites dans la détermination de 1’origine parentale du
chromosome X intact chez des filles atteintes du TS (45,X). Rose: patiente
#3; bleu: patiente #7; violet: mére respective. Souligné: les fréquences
utilisées dans le calcul du PD. M13pc18: séquence plasmidique. Le locus des
microsatellites se retrouve en vert au-dessus de chacun des gels.
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A)

Patiente 3 Invest. #: 112
Patiente #: 2309
Caryotype: 45,X

6 208 0,07 Xt mére hétérozygote

2 200 0,2619 X mére homozygote

2 180 0,13 X mére hétérozygote

4 194 0,11 X mére hétérozygote

NA 120 NA X mére hétérozygote

5 155 0,01 X mére hétérozygote
0,0007 x™

B)
Patiente 7 Invest. #: 112
Patiente #: 2801

Caryotype: 45,X

0,07 X mére hétérozygote
3 204 0,1429 XE mere homozygote
1 199 0,02 bl mére hétérozygote

0,0002 X

Tableau VII: Détermination de I’origine parentale suite a 1’obtention du pouvoir de
discrimination. A: Compilation des données des génotypes pour la
patiente #3; B: Compilation des génotypes pour la patiente #7. Vert:
fréquences alléliques utilisées dans la détermination du pouvoir de
discrimination (PD); NA: All¢le non répertorié.
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génotypages (tous assignant le X™), le résultat de 2 microsatellites a servi au calcul du
PD. De plus, I’allele 120 pb du marqueur DXS1120 n’est pas répertorié dans la base de
données: la rareté de cet all¢le renforce 1’origine maternelle de I’X intact assignée a cette
patiente.

Le méme processus d’analyse est effectué pour la P;. Elle se voit attribuer des
tailles alléliques de 208 pb, 199 pb et 204 pb (Fig. 14). Cette fois, le génotypage de 3
microsatellites suffit. Un PD de 0.0002, soit < 0.01, lui est assigné par multiplication
des fréquences respectives (0.07 x 0.02 x 0.1429). La P; a donc conservé le X
(Tableau VII-B). Dans I’assignation d’une origine paternelle a 1’X intact, les fréquences
utilisées pour le calcul du PD peuvent étre plus élevées (se référer a la discussion).

Dans le but d’étre le plus rigoureux possible, compte tenu de la non-disponibilité
de ’ADN paternel, nous avons mis au point plusieurs autres microsatellites. En
réexaminant 15 échantillons pour lesquels nous avions assigné le PD, nous avons
démontré pour 1 de ces 15 échantillons une erreur éventuelle quant & Dattribution de
’origine parentale (maternelle) et & la non-conformité de 1’analyse cytogénétique. Le
génotypage des microsatellites DXS1053, DXS538 et DXS1204 assigne & la patiente
#16 (P16), par exemple, un X intact d’origine maternelle. En effet, le PD calculé (0.0238
x 0.13 x 0.1905 = 0.0006) respecte la valeur d’acceptation établie (< 0.001) (Fig. 15A).
Par contre I’analyse d’un quatriéme microsatellite révéle la présence d’un alléle paternel.

Nous avons ainsi constaté que cette technique offre un moyen de vérifier les
données caryotypiques envoyées par les investigateurs. A la Figure 15B, nous
constatons que les caryotypes déterminés par les analyses de cytogénétique peuvent étre
en conflit avec nos données moléculaires. Le caryotype initial de la patiente #24 (Pyq)
est 46, X,i(Xq). L’analyse du microsatellite DXS1204 laisse soupgonner un caryotype
avec diploidie du bras «p» (Fig 15B-1). De la méme maniére, I’investigation des
différents loci chez la patiente #20 (Py) a montré la nécessité de réévaluer le caryotype
initial de 45,X étant donné 1’hétérozygosité de plusieurs loci (DXS1053, DXS1003,
DXS1204, DXS981) (Fig 15B-2).

Nous retrouvons au Tableau VIII Dorigine parentale des 22 échantillons
génotypés jusqu’a maintenant. Au total, 9 patientes se voient assigner 1’origine

paternelle a leur chromosome X intact retenu comparativement a 13 patientes ayant
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A)

Patiente 16 Invest. #: 114
Patiente #: 2523
Caryotype: 46,X,i(Xq)

7 0,0238 meére homozy gote
2 180 0,13 X mére homozygote
5 183 0.18 bt mére hétérozy gote
2 245 0,1905 b mére hétérozy gote
8-6 186-190 0,22-0,16 X™ et X° mére homozy gote
6-3 124-130 0,01-0,33 X™ et X mére hétérozy gote
ND ND
B) M13pcl8
|
- e
1- -
P,y M M é -
® @ .
’;»‘f ‘ L
- -
e -
Moat - s
-
. :
-
-
2- Patiente 20 Invest. #: 104
Patiente #: 2000
Caryotype: 45,X
5 202 026 X mére homozygote
12 198-202 0.4762-0,0476 X7 et mére homozygote
3 178 023 x™ mére homozygote
5-NA 183-171 0,18-NA o G S mére homozygote
72 241245 0.0714-0.1905 XEeex mere homozygote
45 194-191 0.11-0,12 ST mére homozy gote
4 159 0,01 X mere homozy gote
8 202 0,3095 X mere homozygote

ND ND

Figure 15:  Ambiguités rencontrées en cours d’étude. A) Attribution de I’origine parentale.
L’origine maternelle d’alleles, méme a fréquences relativement basses, peut
cacher une origine paternelle de 1'X intact si ces alléles sont aussi retrouvés
chez le pére. B) Caryotype non conforme a I’analyse cytogénétique. 1-:
L’analyse du microsatellite DXS1204 (Xp) révéle une diploidie pour la patiente
#24 (P,,). Selon I’analyse cytogénétique, la P,, devrait posséder un caryotype
46,X,i(Xq). M13pc18: séquence plasmidique. 2-: Les analyses microsatellites
de la patiente #20 révele un caryotype différent de celui assigné en
cytogénétique (45,X). ND: non déterminé.
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1 X 0.0001 (5) 45X
2 x™ 0.00004 (3) 7 45X
3 X 0.0007 (2) 6 45X
4 X 0.00007 (4) 10 45X
5 X" 0.0007 (3) 6 45,X/46,X,der(X).nuc ish Xcen (DXZ1x2)
6 X 0.0005 (2) 5 45X
7 X 0.0002 (3) 3 45X
8 X 0.00004 (3) 6 45X
9 X" 0.00001 (3) 7 45X
10 xP* 0.00001 (5) 10 45X
11 xm 0.00002 (3) 6 45X
13 X" 0.006 (3) 6 45X
14 x™ 0.0001 (3) 6 45X
15 X 0.0003 (3) 6 45X
18 Xk 0.004 (3) 8 45X
19 b. S 0.0001 (4) 6 45X
21 X 0.00002 (3) 6 45X
22 X 0.001 (4) 6 45X
23 X 0.00002 (3) 10 45X
26 X" 0.00002 (3) 10 45X
28 X™  10.0000005 (4) 8 45X
30 X" 0.00002 (3) 45X

Tableau VIII: Origine parentale du chromosome X intact chez des filles atteintes du
TS Résumé des échantillons génotypés. (n): nombre de microsatellites
utilisés dans le calcul du PD; # de micros. total: nombre de

microsatellites analysés.

100
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conservé le X d’origine maternelle. Les PD rapportés sont bien inférieurs a 0.001 dans
les cas X™ et 0.01 dans les cas XP*. Ces résultats nous indiquent également que
I’analyse de plusieurs microsatellites est souvent nécessaire pour étre en mesure de
trouver des fréquences alléliques valables en vue du calcul d’un PD respectant la valeur
statistique souhaitée.

Nos résultats préliminaires (Fig. 16) confirment que le caryotype 45,X™ est plus
fréquent que celui 45,XP* (59%:41%, n=22). A cette étape de I’étude, la prévalence du

chromosome X™ est d’environ 1.4 fois plus élevée.
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Origine parentale de I’X intact

Figure 16.: Prévalence du chromosomeX™at versus celui Xr2 chez des filles
atteintes du Syndrome de Turner.
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3.4. DISCUSSION

A cette étape de 1’étude, nous avons entrepris la mise au point des analyses de
génotypage a l’aide de microsatellites en vue de déterminer I’origine parentale du
chromosome X intact chez les patientes atteintes du TS. Les résultats préliminaires
obtenus sont en accord avec les observations décrites dans la littérature. En considérant
les naissances et les avortements spontanés, les équipes de recherche s’entendent en
faveur d’une prédominance d’environ 2 a 4 fois du caryotype caractérisé par la présence
d’un X™ intact comparativement a celui ol nous retrouvons un X" (Hassold et al,
1988; Jacobs et al., 1990; Mathur et al., 1991; Lorda-Sanchez et al., 1992; Chu et al.,
1994). Dans I’attente d’un échantillonnage potentiel de 108 patientes atteintes du TS,
nous avons pu assigner I’origine parentale du chromosome X intact pour 22 patientes et
ainsi mettre en évidence une prévalence de 1.4 fois (X™: 59% : XP*: 41%). Ce modeste
€cart, par comparaison aux valeurs rapportées, peut étre expliqué par le petit nombre

d’échantillons analysés.

3.4.1. Approche expérimentale utilisée
3.4.1.1. Génotypage par l'utilisation de microsatellites

Les techniques de marquage par incorporation d’[o->*P]-dATP et de marquage
de ’amorce sens en 5' peuvent étre utilisées aisément une fois les conditions optimisées.
En effet, plusieurs essais-pilotes ont été requis pour chacun des microsatellites choisis
afin d’obtenir des amplifications claires et précises de la région chromosomique ciblée.
Le choix de I'une ou ’autre des méthodes ne change en rien les résultats obtenus quant &
’origine parentale du chromosome X intact. Néanmoins, il demeure parfois plus facile
d’analyser les patrons alléliques en utilisant la seconde technique puisqu’une seule copie
d’ADN (brin sens) et, par le fait méme, moins de fragments d’ombre (Shadow bands)
sont perceptibles sur I’autoradiographie. Il est pertinent de souligner que 1'un des

désavantages importants des polymorphismes de répétitions a 2 nucléotides se définit
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par la présence, en plus des fragments alléliques, d’une série de bandes d’ombre,
lesquelles sont générées par plusieurs facteurs tels le marquage inadéquat du produit de
PCR, Tl’amplification de produits non spécifiques, la dénaturation incompléte des
fragments lors de 1’électrophorése ou encore par les erreurs mises en place par la Tag
ADN polymérase (e.g., ajout d’une adénine en 3’) (Litt et al., 1993; Symons et al.,
2000). Leur présence peut obscurcir la position des fragments alléliques et rendre ainsi
la détermination de la taille allélique ardue et parfois impossible. Cependant, dans la
majorité des cas, nous pouvons discriminer les fragments alléliques des fragments
d’ombre en s’appuyant sur leur plus forte intensité sur 1’autoradiographie. Toutefois,
nous avons dii a quelques reprises considérer les parametres limitants énumérés ci-haut

dans le but de résoudre certaines difficultés rencontrées au fil de nos premiéres analyses.

Par ailleurs, les études moléculaires que nous avons effectuées aident a confirmer
pour chacune des patientes le caryotype préalablement établi par les analyses
cytogénétiques. Nous avons réalisé que les caryotypes initialement déterminés
pouvaient quelquefois étre en conflit avec nos données moléculaires (Fig. 15B). Pour
certaines patientes, il nous a été possible de mettre en évidence d’éventuelles délétions
chromosomiques ou encore du mosaicisme caché. La patiente #24, par exemple, s’était
vue assigner un caryotype 46, X,i(Xq). La mise en évidence d’une diploidie du bras «p»
suite au génotypage du microsatellite DXS1204 laisse envisager ’existence d’une lignée
cellulaire caractérisée par un caryotype différent de 1’isochromosomie du bras «q». De
la méme maniére, ’investigation des différents loci chez la patiente #20 a montré la
nécessité de réévaluer le caryotype 45,X initial étant donné I’hétérozygosité de plusieurs
loci (détection d’alléles maternels et paternels). Quant a la globalité des résultats
obtenus pour la patiente #12 dont le caryotype initial était également 45,X, elle révele la
présence de régions monosomiques et disomiques.’ En demandant au médecin référant
de préciser le caryotype de cette dernicre, il s’est avéré qu’il était plutdt de type

45,X/46,X,del(X)(q12-q26.2). De plus, nous avons recommandé une analyse

' Ces données n’ont pas été présentées dans ce mémoire puisqu’elles n’ont été que tout récemment
obtenues.
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caryotypique a haute résolution pour les patientes #20 et 24; nous sommes en attente
d’une confirmation. Bien que I’assignation de I’origine parentale de 1’X intact lors de
situations de mosaicisme ou d’anomalies structurales n’est aucunement empéchée,
expérimentalement nous devons a priori nous concentrer sur les régions de monosomie.
Le choix des microsatellites doit alors respecter la spécificité caryotypique de chacune
des patientes a I’étude.

Par conséquent, le génotypage par PCR de microsatellites hautement
polymorphiques demeure 1’'une des techniques les plus sensibles présentement pour
I’étude de ’aneuploidie, du mosaicisme et de ’origine parentale des chromosomes. A
titre d’exemple, le Tableau VI donne le pourcentage d’Y cryptique retrouvé chez les
filles atteintes du TS par divers critéres d’inclusion. En absence de signes de virilisation
ou de chromosomes marqueurs (fragments de chromosome non identifiés), I’incidence
d’Y cryptique est probablement tres faible (< 5%). Mentionnons que toute patiente
virilisée ayant un chromosome marqueur ou qui est connue comme porteuse d’Y
cryptique a été retranchée de 1’étude GDCT initiale. Néanmoins, il est important de se
remémorer que nous ne devons pas exclure la possibilité d’en faire la détection au fil de
nos analyses futures. Ainsi, le PCR parfois imbriqué, parfois combiné & d’autres
méthodes (FISH, Southern) est la seule fagon, grice a sa haute sensibilité, de mettre en
évidence la présence de matériel chromosomique Y. Cette sensibilité est tout aussi
valable dans I’investigation de la présence de tous types de mosaicisme. En réalité, cette
amélioration technique a permis d’augmenter au-deld de 50% la détection du
mosaicisme dans le TS (Tableau VI).

Dans la mesure ou nous ne voulons pas nous insérer de biais dans 1’évaluation
statistique de I’effet de 1’origine parentale du chromosome X intact sur I’expression
phénotypique et sur la réponse au traitement & la GH, il est nécessaire d’établir une
caractérisation caryotypique rigoureuse afin de permettre un regroupement exact des
patientes a I’étude. En ce sens, nous savons que contrairement aux patientes 45,X, les
Turnériennes 46,X,i(Xq), par exemple, peuvent entrer en puberté spontanée. Ceci est
une nuance importante puisque les changements associés a la sécrétion d’cestrogéne au
moment de la puberté peuvent conduire a une fusion épiphysaire plus précoce et ainsi

inhiber la croissance. De plus, il est connu que ’activité ovarienne spontanée dans la
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population TS influence négativement la réponse a la GH (Cacciari et al., 1999). Ainsi,
des patientes porteuses d’isochromosomie Xq, de portions chromosomiques X diverses
ou de mosaicisme pourraient se retrouver faussement assignées au groupe 45,X, ce qui
laisserait place par la suite a des conclusions statistiques erronnées quant a ’effet réel de
Porigine parentale du chromosome X sur la taille finale ou encore sur la réponse au

traitement a la GH.
3.4.1.2. Calcul du PD

Nos résultats préliminaires nous ont permis de constater qu’il était beaucoup plus
difficile de confirmer I’origine matemelle que 1’origine paternelle du chromosome X
intact. En effet, I’assignation de ’origine maternelle requiert toujours une attention
particuliére. Cette difficulté vient du fait que seul ’ADN maternel est disponible
comme outil de comparaison des génotypes. (Il en a été décidé ainsi pour des raisons
d’ordre éthique dans les situations ou la non-paternité serait mise en évidence.) En effet,
lorsque 'unique alléle amplifié chez la Turnérienne est aussi retrouvé dans le patron
allélique de la mere, il n’existe aucune certitude pour affirmer que 1’alléle est strictement
d’origine maternelle. Nous ne pouvons pas omettre la possibilité que le pére soit porteur
de ce méme polymorphisme et qu’il Iait transmis a sa fille, d’ou I’intérét d’analyser
plusieurs sites pour minimiser les erreurs. Il est d’autant plus important de considérer
cet aspect dans les situations ou I’allele posséde une fréquence allélique relativement
€levée (i.e., lorsque I’all¢le est fréquemment retrouvé dans la population).

Nous présumions, lors des analyses initiales, que I’utilisation d’un minimum de 3
microsatellites et d’une valeur de PD < 0.01 suffisaient pour assigner adéquatement
Porigine parentale au chromosome X intact chez les patientes atteintes du TS.
Toutefois, en poursuivant le génotypage de plusieurs microsatellites pour les patientes a
qui nous avions déja assigné un X™, il a été possible de mettre en évidence la présence
de matériel chromosomique d’origine paternelle dans un cas sur 10 (e.g., patiente #16:
Fig. 15A). De cette constatation, nous en sommes venus a la déduction que le risque
relatif de nous tromper en assignant I’origine parentale doit étre plus faible dans la

détermination du X™ que du XP*, surtout dans des populations homogénes sur le plan



107

génétique. L’augmentation du PD & une valeur < 0.001, pour les patientes avec X™,
prend alors tout son sens (risque relatif: X™: 0.1%, XP*: 1.0%). Cependant, des
résultats similaires a ceux rapportés pour la patiente #16 nous indiquent également qu’il
est préférable de calculer le PD spécifique au groupe X™ a I’aide des fréquences
alléliques < 0.1 (représentation < 10% de l’alléle dans la population). En fait, la
multiplication de fréquences alléliques a la fois supérieures ainsi qu’inférieures a cette
valeur peut également donner un PD acceptable sans pour autant refléter la véritable
nature maternelle de I’alléle. Ceci reflete bien les limites imposées par 1’utilisation des
analyses statistiques. En d’autres mots, nos données expérimentales suggérent que, lors
de la détermination de l’origine maternelle de 1’X, nous devons avoir recours au
génotypage d’un nombre plus important de microsatellites (souvent une dizaine),
comparativement & 1’assignation de I’origine paternelle, en plus de devoir tenir compte
des fréquences alléliques < 0.1 et ce, afin d’obtenir un PD < 0.001 représentatif. Cette
rigueur n’est nullement nécessaire dans 1’assignation du X" puisque la divergence des

génotypes mere/fille indique sans contredit une origine paternelle.

3.4.2. Analyse raisonnée des corrélations attendues

3.4.2.1. Influence de l’origine parentale de I'X intact sur I'expression

de divers traits phénotypiques.

Nous pensons que Iactivité différentielle des chromosomes X peut jouer un role
dans la manifestation de certains phénotypes associés au TS. La plus grande prévalence
de patientes X™ comparativement aux patientes X" suggére que ’expression de
quelques génes liés au chromosome X varie dépendamment de leur provenance
parentale. Bien que les causes de cette prévalence ne soient pas encore connues, le role
de ’empreinte génomique dans la viabilité intra-utérine est ’une des hypothéses qui a
été émise. Considérant I’importance de I’X™" dans la préimplantation de I’embryon et la
nécessité de I’inactivation préférentielle de ’XP" dans les tissus extra-embryonnaires
(Jamieson et al., 1996), il est donc possible que la perte du X™ soit moins compatible

avec la survie in utero que la perte du X, Néanmoins, les données recueillies jusqu’a
J
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maintenant n’indiquent aucune divergence entre la prévalence de I'X™ pour les
avortements spontanés et les naissances (Hassold et al., 1992). Ainsi, les effets de
I’empreinte génomique spécifique au chromosome X ne semble pas avoir un rdle & jouer
en ce qui concerne 1’incidence élevée des pertes feetales dans le TS.

Cependant, il a effectivement été¢ démontré que 1’empreinte génomique pouvait
affecter le phénotype. Une étude indique que les patientes possédant un X™ ont une
tendance plus élevée au développement d’anomalies cardiovasculaires et de palmure
cervicale que les patientes ayant retenu le XP* (Chu et al., 1994). De plus, une
corrélation significative entre la taille avant traitement et la taille maternelle (non pas
pour la taille paternelle) a été trouvée chez les filles X™. Jusqu’ici, les études qui ont
tenté de soutenir le role potentiel de I’empreinte génomique dans les variations de taille
et de poids a la naissance ainsi que de taille adulte des filles atteintes du TS ont échoué
(Mathur et al., 1991; Lorda-Sanchez et al., 1992). Toutefois, il se peut que ’absence de
corrélation soit due en partie au nombre de patientes étudiées ou a des facteurs qui n’ont
pas été considérés, comme la présence de mosaicisme caché. En ce sens, le nombre de
patientes (N=108) et la prudence avec laquelle nous analysons et répartissons les

caryotypes constituent la force de notre étude.

Les patientes atteintes du TS sont exposées a des pertes d’audition fréquentes.
Celles-ci peuvent étre la conséquence de troubles auditifs conductifs ainsi que neuro-
sensoriels. A la lumiére d’une seule étude, Iorigine parentale de I’X ne serait pas le
facteur causal de I’occurrence des troubles auditifs rencontrés dans le TS (Sculerati et
al., 1996). Encore une fois, aucune attention particuliére n’a été portée en ce qui a trait &
la discrimination des divers caryotypes et seulement 17 patientes ont statistiquement été
analysées (9 X™ : 8 X**). Nos intéréts sont essentiellement tournés vers les anomalies
neuro-sensorielles. Nous pensons qu’il ne faut pas négliger les indications déja
existantes quant a ’importance fonctionnelle de I’empreinte génomique dans le systéme
nerveux (Isles et Wilkinson, 2000). En effet, I'idée que le concept d’empreinte parentale
puisse étre impliqué dans les différences comportementales et cognitives devient de plus
en plus manifeste pour expliquer des conditions comme le TS. Plusieurs constatations

renforcent ’hypothése de I'implication de I’empreinte au niveau neuronal dans le TS.
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En effet, non seulement les patientes XP* et X™ présentent des déficits de perception et
de mémoire visuospatiales ainsi que de mémoire verbale lorsque comparées a un groupe
témoin, mais surtout, les patientes X** connaissent de meilleures performances que les
filles X™" aux tests de QI verbal et d’habilités inhibitrices tout comme dans leur
adaptation sociale (Skuse et al., 1997; Bishop et al., 2000; Skuse, 2000; Donnelly et al.,
2000). En se basant sur les observations mises en évidence par les laboratoires de Skuse
et de Donnelly, nous pouvons nous attendre a trouver des corrélations en faveur de
I’incidence des troubles auditifs neuro-sensoriels et de [’origine parentale du

chromosome X intact dans le TS.

3.4.2.2. Influence de [’origine parentale de I'X intact sur la réponse au

traitement a la GH

Nous ne connaissons pas les causes moléculaires expliquant la variabilité
interindividuelle spécifique a la réponse au traitement & la GH observées dans la
population TS. L’étude de Tsezou et al. est la seule jusqu’ici a avoir tenté de mettre en
évidence une corrélation, mais en vain, entre 1’origine parentale de I’X intact et la
réponse au traitement a la GH (Tsezou et al., 1999). Cependant, cette étude présentait
plusieurs lacunes expérimentales. Nous ne pouvons pas passer sous silence des
parametres tels la petite taille de I’échantillon, la fagon de regrouper les caryotypes,
I’absence de groupe témoin et la courte durée du traitement. De plus, plusieurs facteurs
pouvant influencer la vélocité de croissance n’ont en aucune fagon été considérés.
D’abord, la similitude de la vélocité de croissance entre les groupes de patientes X™ et
XP* mesurée pendant les deux premiéres années du traitement peut étre biaisée par la
présence d’activité ovarienne spontanée ou de I’adrénarche (sécrétion d’androgéne).
L’activité ovarienne associée a une production d’cestrogéne est souvent associée aux
caryotypes mosaiques possédant du matériel isochromosomique Xq ou encore deux
chromosomes X intacts. Inversement, les patientes 45,X sont généralement caractérisées
par une dysgénésie ovarienne compléte. De plus, I’4ge moyen des patientes étudiées
était compatible avec 1’dge de 1’adrénarche. Dans leur étude, 1’évaluation de la
corrélation entre 1’origine parentale de I’X et la réponse au traitement 4 la GH a été

effectuée a I’aide de 17 patientes (age chronologique moyen: 9.8 ans) dont 9 seulement
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avaient un caryotype 45,X. Ainsi, il est probable que la réponse au traitement a la GH

ait été confondue avec la présence ou non de ces facteurs.

Plusieurs de ces points ont été nettement améliorés dans notre étude. D’abord, il
est capital d’effectuer spécifiquement les analyses de corrélation sur les caryotypes
monosomiques complets. De plus, notre protocole expérimental est constitué d’un
groupe témoin non traité et le protocole d’induction pubertaire est standardisé. Nous
possédons également I’information concernant la présence ou non de puberté, variable a
controler dans ’analyse des différents groupes. Finalement, il tient compte du suivi des
patientes jusqu’a leur taille adulte, ce qui est préférable pour I’évaluation de la vélocité

de croissance.

Jusqu’a maintenant, la premiére phase de notre étude, qui est de déterminer
Iorigine parentale du chromosome X intact chez des patientes atteintes du TS, est
toujours en cours. La poursuite du projet dépend de la réception et du génotypage de la
totalité¢ des échantillons de notre cohorte. Les analyses a venir tenteront dans un premier
temps de mettre a jour des corrélations entre 1’origine parentale de I’X intact ainsi que le
poids et la taille & la naissance, la taille adulte, la réponse au traitement a la GH et la
présence de troubles auditifs neuro-sensoriels. Par la suite, d’autres analyses statistiques
seront effectuées pour mieux comprendre I’influence du génotype sur la variabilité

phénotypique.

Cette étude pourrait s'avérer d'un grand intérét dans l'amélioration des soins et
des coflits de thérapie chez les patientes atteintes du Syndrome de Turner. Elle nous
ouvrira la voie sur une meilleure compréhension du concept d’empreinte génomique et
vers une caractérisation des genes associés au chromosome X impliqués dans la

variabilité phénotypique du Syndrome de Turner.
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CONCLUSION GENERALE

En conclusion, I’empreinte génomique désigne un phénoméne épigénétique
complexe conduisant a I’expression préférentielle de certains génes selon I’origine
parentale allélique. Cette régulation génique est particuliérement répandue chez les
mammiferes placentaires. Elle est en accord avec la notion de non équivalence ou de
complémentarité des génomes parentaux. Les génes soumis & I’empreinte tendent a
affecter la croissance feeto-placentaire et le comportement. L’altération des mécanismes
de régulation de ’empreinte perturbe le développement et joue un role dans plusieurs
désordres humains tels le syndrome de Beckwith-Wiedemann (BWS) et le Syndrome de

Turner (TS), sujets de ce mémoire.

Le BWS, caractérisé par une macrosomie pré- et postnatale, des traits
dysmorphiques et une prédisposition au développement de tumeurs embryonnaires, est
assigné au locus 11pl15.5, siege de multiples génes soumis a I’empreinte. Plusieurs
anomalies génétiques sont associées aux cas sporadiques de BWS telles une isodisomie

752, blus souvent, des

paternelle (UPD) du locus 11p15.5 et des mutations du géne p5
modifications épigénétiques sont observées, entrainant un profil de méthylation erroné
aux loci des centres de contrdle de l'empreinte BWSIC1 et BWSIC2. Il est connu que la
perte du profil normal de méthylation, pour l'une ou l'autre de ces régions, est en
corrélation avec l'expression biallélique d’IGF2, condition sine qua non de la
surcroissance chez ces patients. La discordance du BWS chez des jumeaux MZ a été
décrite pour 18 paires seulement et, jusqu'ici, les mécanismes moléculaires impliqués
demeurent inconnus. Nos travaux suggérent I’hypothése que des altérations
épigénétiques peuvent expliquer la discordance phénotypique des jumeaux MZ. Afin de
déterminer la MZ d’une paire de jumelles discordantes, de multiples sites
polymorphiques ont été génotypés par RFLP, SSCP et par l'analyse de microsatellites.
Le génotypage a confirmé la MZ prédite par 1’examen histologique du placenta

(présence de membranes monochorioniques et diamniotiques). Aucun indice ne soutient

la présence de réarrangement chromosomique ou d'UPD au locus 11p15.5. Les profils
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de méthylation au locus BWSICI ont €té¢ évalués au moyen de la technique de
séquengage au bisulfite. Un profil de méthylation biallélique (hyperméthylation) au
centre de controle BWSICI1 a été uniquement observé chez la jumelle BWS. Nos
résultats constituent la premiére démonstration d'une divergence des profils de
méthylation au locus BWSIC1 chez des jumelles MZ discordantes pour le BWS et
proposent une étiologie a cette discordance. Ceci suggére que des modifications
épigénétiques sont survenues aprés la fécondation et la division de la masse cellulaire
interne (bouton embryonnaire) conduisant & un placenta monochorionique, mais
diamnionique.  Les événements, qu’ils soient environnementaux ou génétiques
(mutation somatique a un autre loci), pouvant étre & 1’origine des défauts épigénétiques

ne sont pas encore connus.

L’autre pathologie humaine étudiée, le TS, résulte d’une monosomie compléte ou
partielle du chromosome X. La majorité des études ont démontré une prévalence plus
élevée pour le caryotype 45,X™ que pour celui 45,XP*. A la naissance, les filles TS
démontrent déja un retard de croissance. Par la suite, elles présentent un retard de
croissance postnatale et une dysgénésie gonadique. De plus, elles peuvent présenter
plusieurs traits dismorphiques et une prédisposition aux malformations cardiaques et
rénales. Une variabilité considérable est observée au niveau phénotypique et suite au
traitement a I’hormone de croissance (GH). Notre étude vise a déterminer si l'origine
parentale du chromosome X chez les patientes 45,X influence le poids et la taille a la
naissance, la taille adulte, la réponse au traitement a la GH et la présence de troubles
auditifs neuro-sensoriels. Afin d’assigner 'origine parentale du chromosome X intact
pour 108 patientes TS participant & une étude pan-canadienne (Etude GDCT: Efficacy of
GH treatment to final height in TS), nous avons fait la mise au point de 2 méthodes de
geénotypage pour 11 microsatellites hautement polymorphiques spéciﬁques alX. Le
génotypage complet, au moyen du sang périphérique des patientes TS et de leur mére
biologique, de 22 échantillons a été réalisé. En respectant un pouvoir de discrimination
< 0,001 pour les patientes ayant retenu le X™" et < 0,01 pour les patientes ayant retenu le
XP¥, nous pouvons confirmer 1’origine parentale de I’X. Nos résultats préliminaires

démontrent la prédominance de 1.4 fois du X™ sur le X", Une fois I’analyse de tous
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les échantillons complétée (étude en cours), nous vérifierons statistiquement 1’existence

d’une relation entre certains traits phénotypiques et I’origine parentale du chromosome
X.
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ANNEXE I: Formulaire de consentement pour I’étude GDCT

RENSEIGNEMENTS ET FORMULAIRE DE CONSENTEMENT ECLAIRE A
L’INTENTION DE LA PATIENTE

Addenda 3 3 I'étude BSR-CA-GDCT

Introduction
Dans ce document, <vous> doit étre compris comme <votre enfant ou vous-mémes>.

En tant que patiente faisant présentement partie de I'étude BOR-CA-GDCT (GDCT), vous étes
invitée 4 prendre part volontairement a un addenda (prolongation) a cette étude qui sera appelé
Addenda pour I’exécution de tests génétiques [désigné ci-aprés par le sigle GDCT(3)].

Comme vous le savez, la plupart des filles et des femmes atteintes du syndrome de Turner n’ont
qu’un seul chromosome X dans leurs cellules au eu des 2 chromosomes habituels. Dans certains
cas, ce chromosome provient de la mére et dans d’autres il provient du pére. Des données
préliminaires laissent croire que la croissance d’une fille atteinte du syndrome de Turner peut étre
influencée par I'origine du chromosome X, soit du pére ou de la mére. Le but de Ia prolongation de
P’étude GDCT est de déterminer si ’origine parentale du chromosome X influence le poids et Ia taille
3 la naissance et/ou la taille adulte chez les patientes 3 qui il manque un chromosome X (45,X0) ou
qui possédent I'une des combinaisons chromosomiques émmmérées ci-dessous. Si vous acceptez de
participer 3 cet addenda et que vous nous domnez la permission de demander & votre mére d’y
participer également, les tests prescrits seront effectués lors de votre prochaine visite. De phus, si
vous étes d’accord on demandera 3 votre pére de perticiper sur une base volontaire. Sa participation
se imitera 2 Ia mesure de sa taille et sera facultative. Elle ne modifiera en rien votre participation A
cet addenda.

Votreparticipﬁonéeettcémdedevraitdmerletcmpsdecettevisite.linvironl20pﬁcnts
participeront 2 cet addenda.

Objectifs de Paddenda
Le but de cet addenda est de déterminer :
e la relation entre I’origine parentale du chromosome X (c.-a-d. qui, du pére ou de la mére, a
fourni le chromosome X de la patiente) et le poids et 1a taille a la naissance ou la taille adulte

chez les patientes & qui il manque un chromosome X (45,X0O) ou qui possédent I’une des
combinaisons chromosomiques énumérées ci-dessous.

Conditions de participation
Quelques-unes des conditions de participation  cette étude sont les suivantes :
o Vous faftes préseztement partie de I'étude GDCT ou en avez déja fait parte.

Humatrope (LY 157998) 39R-CA-CDCT(3) [nitiales de la patients
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¢ Vous avez I'une des combinaisons chromosomiques suivantes (ou une forme mosaique d’une
de ces combinaisons) :
(1) 45,X0
(2) 46,X,del(X)p
(3) 46,X,i(Xq).

¢  Votre mére biologique accepte de participer a cet addenda.

Le médecin chargé de I’étude ou un membre de son personnel vous a parlé des autres conditions de
participation a I’étude.

Marche a suivre

Si vous acceptez de participer a cet addenda a I’étude GDCT, on prélévera un échantilion de 10 mL
de sang (environ 2 cuillerées 2 thé, ce qui équivaut 4 3 % d’un don de sang 2 la Croix-Rouge) chez
vous et chez votre mére lors de votre prochaine visite dans le cadre de I'étude. L’échantillon sera
envoyé au laboratoire du D' Cheri Deal, 4 ’Hopital Sainte-Justine, 3 Montréal Votre ADN (le
matériel génétique de votre organisme) sera isolé de vos cellules sanguines et analysé pour
déterminer si votre chromosome X provient de votre mére. Votre échantillon d’ADN sera conservé
jusqu'a un an aprés que tous les échantillons requis pour I’étude aient été prélevés, au cas ou il
faudrait ’analyser de nouveau. Votre matériel génétique ne sera utilisé que dans le cadre d’études
liées au syndrome de Turner. Si vous étes d’accord, on mesurera la taille de votre pére mais on ne
lui fera pas subir de tests sanguins.

Risques
Vous comprenez que votre participation a cet addenda peut comporter certains risques.

Bien que les prises de sang ne causent pas de problkémes graves pour la plupart des gens, elles
peuvent entrainer des saignements, des ecchymoses (bleus), des malaises, des infections et/ou une
douleur au point de piqiire ou des étourdissements.

En cas de lésion, de réaction indésirable ou d’autre trouble de santé au cours de I’étude,
communiquez sans tarder avec le personnel infirmier ou avec le docteur Cheri Deal en composant le
514-345-4735 le jour ou au 514-345-4988 le soir et la nuit.

Participation sur une base volontaire

La participation a cet addenda est entiérement libre, c’est-a-dire que personne ne peut vous obliger a
en faire partie. Vous pouvez décider de ne pas y participer ou de vous en retirer en tout temps, sans
pénalité ni perte des avantages auxquels vous aviez droit avant de participer 3 cette étude. Si vous
décidez de vous retirer, le docteur Cheri Deal ou un membre de son personnel en parleront avec
Vous.

Humatrope (LY137998) B9R-CA-GDCT(3) Initiales de la patiente
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Arrét de ’étude

Le docteur Cheri Deal ou Eli Lilly and Company (le commanditaire de cette étude) peuvent en tout
temps, et pour quelque raison que ce soit, arréter 'étude ou annuler votre participation sans votre
consentement.

Traitement et indemnisation en cas de lésions corporelles

Au Canada, le systéme de soins de santé peut ou non couvrir certains types de lésions qui pourraient
résulter de votre participation & cette étude. Si vous suivez les directives du médecin responsable de
cette étude et que vous subissez une lésion 4 cause d'une substance ou d'un traitement administré
conformément au protocole, Eli Lilly and Company s'engage i payer tous les frais médicaux pour le
traitement de cette lésion qui ne sont pas couverts par I'assurance-maladie gouvernementale.

Vous ne recevrez, ni maintenant ni plus tard, aucune indemnisation, aucun avantage financier ni
aucune redevance pour les produits mis au point 4 partir des recherches sur PADN ou d’autres
données recueillies pendant cette étude. Vous comprenez que les connaissances acquises de Ianalyse
de votre ADN pourront étre utilisées & des fins scientifiques. Vous comprenez également que
I’analyse de votre échantillon d’ ADN peut contribuer 4 la création de nouveaux tests diagnostiques,
de nouveaux médicaments ou d’autres éléments susceptibles de présenter une valeur commerciale
pour le commanditaire, et que vous n’en recevrez aucun avantage financier.

Avantages possibles

Vous pourrez en apprendre plus sur votre santé grice aux examens physiques et tests de laboratoire
effectués dans le cadre de cette étude.

A la fin de cette étude, votre médecin pourra vous dire si le chromosome X dans vos cellules
sanguines provient de votre mére. Cette information vous sera donné seulement si mére, pére et fille
y consentent. De plus,cette information ouvrira la voie 4 d’autres études visant & mieux comprendre
le rble de certains génes situés sur le chromosome X dans la croissance et les caractéristiques
physiques des patientes atteintes du syndrome de Turner. Les connaissances acquises pendant ’étude
permettront aux médecins de donner de meilleurs conseils génétiques aux filles atteintes du syndrome
de Turner et a leurs familles.

Les connaissances acquises durant I'étude seront bénéfiques au commanditaire, la compagnie Eli Lilly
and Company, et possiblement & d'autres patients a I'avenir.

Questions

Vous pouvez obtenir de plus amples renseignements sur cette étude et vos droits auprés de Pombudsman de I'Hépital
Ste-Justine que vous pouvez joindre au 514-345-4749.

Vous pouvez également contacter le docteur Cheri Deal, de I’'Hopital Sainte-Justine 4 Montréal, qui
est responsable des tests génétiques dans le cadre de cette étude. Vous pouvez la contacter

Humatrope (LY 137998) BSR-CA-GDCT(3) Initiales de la patiente
FCE spécifique au protocole approavé par Lilly le 14 septembre 1998 Page 3 de 6



XX1il

directement au (514) 345-4735 pour toute question a laquelle votre médecin traitant n’a pu répondre
a votre entiére satisfaction.

On vous fera part immédiatement de tout nouveau renseignement obtenu au cours de l'étude qui
pourrait influencer votre décision de continuer de participer a I'étude.

Confidentialité

Si vous acceptez de participer a cette étude, les renseignements obtenus seront remis a Eli Lilly and
Company, 2 ses représentants et sous-traitants, ainsi qu'au comité d'éthique chargé de cette étude, a
la Direction générale de la protection de la santé (DGPS), 4 la Food and Drug Administration
(FDA) des Ftats-Unis et 3 des organismes semblables dans d'autres pays, qui pourront tous faire
I'étude de votre dossier. Les dossiers médicaux révélant votre identité demeureront confidentiels; ils
ne seront divulgués par Eli Lilly and Company qu'aux personnes susmentionnées ou si Ia loi le
stipule.

Les renseignements médicaux qui vous concernent peuvent étre entrés dans une base de données
informatisée. '

Signatures

Pomﬁhepmﬁedéf&udc,wmoum&erepr&aﬁaﬁﬂoﬁsédemﬁgwddﬂahfeuﬂedw
signatures (Amnexe 1).

Humatrope (LY137998) BSR-CA-GDCT(3) Initiales de la patiente
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Renseignements pour le patient et Formulaire de consentement
Annexe 1
Feuille des signatures

Humatrope (LY137998) B9R-CA-GDCT(3) Initiales de la patiente
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Humatrope Treatment to Final Height in Turner Syndrome

Feuille des signatures

Pour faire partie de cette étude, vous ou votre représentant autorisé devez signer cette feuille. Le
consentement verbale doit avoir été obtenu de ’enfant qui ne peut pas signer

En signant cette feuille, vous ou votre représentant autorisé confirmez que :

e Vous avez lu et compris toutes les informations contenues dans le présent document nommeé
Renseignements pour le patient et Formulaire de consentement, et que vous avez eu le temps d'y
réfléchir.

o Vous avez posé toutes vos questions et qu'on y a répondu & votre entiére satisfaction. Le médecin
ou un membre de son personnel vous a expliqué les mots que vous ne compreniez pas.

e Vous participez & cette étude sur une base volontaire et que vous acceptez de suivre les directives
et de fournir les informations nécessaires au médecin, aux infirmiéres ou a tout autre membre du
personnel, sur demande. '

. Vouscompmnezquevouspouvezsansconﬁahnevousmﬁrerentomtempsdeceueétudeetque
vous recevrez la méme qualité de soins. Les échantillons vous concernant seront détruits.

. Vomammquumwpkégmdadupmmmmmémigmmpombpaﬁem
et Formulaire de consentement. '
Nom de Ia patiente Initiales de la patiente et numéro

(écrire en lettres moulées ou taper)
Veuillez inscrire la date au moment de la signature.

Signannedelapaﬁentcdephxsdel4ans ' Date
Signature du représentant aﬁorisé/parmt Date
Signature de la personne qui obtient le consentement Date
Signature du»chercheur (s'll n'a pas déja signé) Date

Pour les étudesmenésdanslemdrcd‘\mamipwrlmUSlND,quwformulaircdecmsmwnmtéclairédoit étre
signé ci-dessus par un chercheur ou un chercheur adjoint dont le nom figure au formulaire FD 1572.

Wmmk@amckmmkmmmm
Rens. pat. et form. cons. spécifique au protocole approuvé par Lilly le 14 septembre 1998
Rens. pat. et form. cons. révisé spécifique au protocole approavé par Lilly le 4 mars 1999
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Humatrope Treatment to Final Height in Turner Syndrome
Addenda 3 a I’étude BIR-CA-GDCT
Feuille des signatures

Pour connaitre les informations concernant la provenance du chromosome X, vous et vos parents
devez signer cette feuille. Le consentement verbale a été obtenu de I’enfant qui ne peut pas signer.

En signant cette feuille, vous et vos parents confirmez que :
e Vous acceptez de recevoir les informations concernant la provenance du chromosome X.

e Vous comprenez que cette information ne sera disponible que si la patiente, Ia mére et le pére
acceptent de recevoir les informations.

Nom de la patiente Initiales de la patiente et numéro
- (écrire en lettres moulées ou taper) ‘ '
Veuillez inscrire la date au moment de la signature.

sig:mmedehpaﬁemedepmsdemm " Date
Signature du pére . Date

Signature de la mére Date
Signatmede]apérsonneqiﬁobﬁem!econsentemm Date
Signature du chercheur (s'il n'a pas déja signé) A Date

Pour les études menées dans le cadre dun essai pour un US IND, chaque formulaire de
consentement éclairé doit étre signé ci-dessus par un chercheur ou un chercheur adjoint dont le nom
figure au formulaire FD 1572.

Renseignements pour le patient et formuleire de consentement pour le protocole BIR-CA-GDCT(3)
Rens. pnaﬁxm.um.spédﬁquempmtmolcwwvépalmyleuwptcmbrc 1998
Rens. pat. et form. coms. révisé spécifique am protocole approuvé par Lilly le 4 mars 1999
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ANNEXE II: Résumés (BWS et TS) présentés lors de congres

OR10-102
Monozygotic Twins (MZ) Discordant for Beckwith-Wiedemann Syndrome (BWS): Can
Epigenetic Modifications at 11p15.5 be Causat]ve"

Catherine Hamelin, Jean Paquette, Chris Wake, Patricia Crock, Cheri Deal. Pediatrics, Hopital

Ste-Justine/Université de Mon, Montréal, Canada; Pediatrics, John Hunter Children’s

Hospital, Newcastle, Australia.

Introduction: BWS is characterized by pre- and post-natal macrosomia, dysmorphic features (e.g.
omphalocele, ear lobe creases) and an increased predisposition to embryonal neoplasia {e.g. Wilms’
tumor). BWS maps to 11p15.5, an imprinted gene cluster. Genetic abnormalities have been described in
sporadic cases, including uniparental disomy (UPD) of patemal origin and rare mutations in p57<F2; more
Frequently, epigenetic modifications are found involving aberrant methylation at two BWS imprint control
loci, BWSIC1 and BWSICZ. It has been shown that loss of normal, allele-specific methylation profiles at
.either of these loci is associated with, if not directly cansative of, biallelic IGF2 expression, the sine qua
non of overgrowth in BWS. Sporadic BWS in only one MZ twin is limited to reports of 20 pairs, and to date,
molecular mechanisms have remained obscure. We hypothesized that epigenctic modifications could
account for the discordant phenotype in MZ twins. Patients: These female twins were born at 30 w
gestation (C-section for pre-eclampsia). Physical findings in the affected twin included a 28% birth weight
differential, omphalocele, ear lobe creases, macroglossia, enlarged liver, spleen and kidneys;
hyperinsulinemic hypoglycemia occurred within the first hours of life. Methods: Multiple polymorphic
loci (including several on the X chromosome and on chromosome 11p15.5) were genotyped by RFLP, SSCP
or microsatellite analysis. Allellic methylation profiles at BWSIC1 were evaluated by bisulfite sequencing
of cloned PCR products. Results: Genotype analysis confirmed the findings of monozygosity based on
placental histopathology. No evidence was found for chromosomal rearrangements or UPD for chromosome
11p15. Biallelic methylation at BWSIC1 was only observed in the affected twin. Conclusion: This is the
first demonstration of divergent methylation profiles at BWSIC1 in MZ twins discordant for BWS, and

suggests that epigenetic modifications may be responsible for the observed discordance.

Pediatric Research, Pediatric Endocrinology Montréal 2001., June; 49 (6):18-A. 2001,
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434. L’ORIGINE PARENTALE DU CHROMOSOME X DANS LE SYNDROME DE TURNER :
SES IMPLICATIONS DANS LA CROISSANCE FETALE ET POSTNATALE AINSI QUE DANS
LA REPONSE AU TRAITEMENT A L’HORMONE DE CROISSANCE

C. Hamelin, J. Paquette et C. Deal.

Centre de recherche de I"Hopital Sainte-Justine, Dépt. d’endocrinologie, Univ. de Montréal.

Le Syndrome de Turner (TS) est une monosomie compléte ou partielle du chromosome X. L’incidence est
de 1 fille sur 2500 nouvellement nées. A la naissance, ces enfants ont une petite taille et démontrent un
retard de croissance postnatale et une dysgénésie gonadique. Une variabilité est observée au niveau
phénotypique et suite au traitement 4 ’hormone de croissance (GH). Des évidences laissent croire & une
prévalence du caryotype 45X sur celui 45.X™ dans la population et 4 une implication de 1"origine
parentale du X sur la sévérité du phénotype. Notre but est de déterminer si l'origine parentale du
chromosome X chez les patientes 45X influence le poids et la taille & la naissance, la taiile adulte et la
réponse au traitement 4 la GH.

Pour déterminer lorigine de I'X, I"analyse par microsatellites hautement polymorphiques est effectuée par
PCR sur 115 patientes atteintes du TS.

Jusqu'ici, la mise au point de 2 méthodes de marquage (incorporation, kination) et de 7 microsatellites,
distribués le long du chromosome X, a été effectuée. Ainsi, le génotypage d’une trentaine d’échantillons
requs a été réalisé. En respectant un pouvoir de discrimination nettement inférieur 4 0,01, nous confirmons
Iorigine parentale du chromosome X intact. Nos résultats préliminaires démontrent bien la prédominance du
caryotype 45,X™* sur celui 45,X™ (M 70%:P 30%). Suite a |’analyse de tous les échantillons, nous
vérifierons statistiquement s’il existe une corrélation entre ['origine parentale de I'X, le phénotype et fa
réponse au traitement 3 la GH.

Cette étude s'avére dun grand intérét dans I'amélioration des soins et des coits de thérapie chez les patientes
atteintes du TS. Elle permettra une meilleure compréhension du concept d’empreinte génomique et une
caractérisation des génes associés au chromosome X impliqués dans la variabilité phénotypique du TS.

Médecine Sciences. Résumé des communications du Club de recherches cliniques du
Québec., Supplément n°2; 16: 25, 2000.



