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METHODES

Sujets

Notre étude a porté sur 33 patients présentant une monosomie partielle pure, à l’exclusion de tous les réarrangements mettant en cause la perte ou le gain de matériel euchromatique de tout autre chromosome que le 22.

Il y avait 17 patients avec un 22 en anneau (cas 1 à 17), un déjà étudié (cas 2). Douze patients avec une délétion 22q13 simple (cas 18 à 29) Quatre patients avec une translocation déséquilibrée mettant en cause le bras court d'un acrocentrique (cas 30 à 33) et considérée comme monosomie 22q13 pure.

Parmi ces translocations, une (cas 30) résultait de la « malségrégation » d’une translocation paternelle non équilibrée et son caryotype était 46,XX, der(22)t(14 ;22)(p11 ;q13)pat, deux autres (31 et 33) étaient des translocations de novo mettant en jeu la bande  22q13 et le bras court d’un acrocentrique non identifié, avec le caryotype der(22)t(22 ;accro)(q13 ;p11). Le cas 32 était une translocation en tandem, survenue de novo, mettant en jeu la bande 22q13 et le bras court du chromosome 15, 

avec le caryotype 45,XY,-22,-15+der(22qter->2,2q13 ::15p12->15qter)

Les examens cliniques de ces patients ont été réalisés en utilisant les mêmes critères pour tous. Les parents étaient interrogés avec un questionnaire standard au sujet du développement de leur enfant, et les données obtenues ont été utilisées pour établir les déficiences des enfants. Pour tous les patients, les données sur la grossesse et la naissance n’ont pas mis en évidence d’événements marquants. L’âge et le sexe des patients est reporté  dans le tableau 1, ainsi que les signes cliniques les plus importants définis en fonction du degré de sévérité (+ ;++ ;+++)
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L’origine parentale des microdélétions déterminée par l’analyse des microsatellites

L’origine parentale des 32 délétions a été déterminée par analyse des microsatellites dans le but d'évaluer une influence possible de l'origine parentale sur le phénotype. L'utilisation des marqueurs microsatellites du Généthon n'a pas permis de déterminer l'origine parentale de la délétion chez tous les patients. En effet, le marqueur du Généthon le plus distal, D22S1169, était exclu des délétions de plus petite taille. Nous avons donc désigné 6 marqueurs microsatellites localisés dans la région la plus distale du bras long du chromosome 22. Les marqueurs 3GT, 4CA et 6CA étaient localisés entre le PAC1061O18 et le BAC494O16 ; le marqueur 1CA était inclus dans le BAC384D8.

Finalement l’origine parentale des différents réarrangements chromosomiques a été déterminée pour 27 des 32 patients (fig3)

Parmi ces 27 cas, une origine paternelle a été démontrée dans 74% des cas et une origine maternelle dans seulement 24% des cas. Il y avait un excès évident de délétions d’origine paternelle et de façon intéressante cette divergence paternelle/maternelle semblait être plus fréquente dans les délétions de plus petite taille.

De plus les patients avec une délétion de taille équivalente ont été comparés et n’ont pas montré de différence évidente de phénotype, que l’origine parentale soit indifféremment paternelle ou maternelle. Ceci indique que l’origine parentale n’a pas d’effet sur la sévérité du phénotype associé associé à la délétion 22q13

Corrélations phénotype – génotype 

Dans le tableau 1, nous résumons les signes cliniques observés le plus fréquemment chez les sujets observés. Ils incluent : une hypotonie, un retard mental global, un retard de langage, des oreilles proéminentes ou dysplasiques et des anomalies du comportement. Bien que ces signes cliniques ne soient pas spécifiques, la présence d’autres signes cliniques a été observée par nous et d’autres comme étant extrêmement variable. Les patients sont classés par ordre croissant de taille de la délétion, pour chaque type de réarrangement chromosomique. Dans la dernière colonne du tableau 1 nous avons rapporté la taille approximative (en mégabases, Mb) de la délétion dans le but de faciliter la corrélation phénotype-génotype.

-L’hypotonie, souvent néonatale, était présente pour 27 des 33 cas (soit 82%) Cela apparaît comme étant un signe clinique commun non seulement pour les patients ayant une délétion simple, mais aussi pour les patients ayant un anneau r(22). Six sujets ne présentaient aucun signe d’hypotonie et, parmi ceux-ci, 4 sujets avaient une délétion inférieure à 0,310 Mb (310 kb). Au contraire, 2 patients avec une grande délétion dépassant 8Mb avait une hypotonie très sévère. 

Par conséquent l’hypotonie n’apparaît pas comme un signe constant de la délétion 22q13, notamment quand ces délétions sont de petite taille. Néanmoins tous les patients avec une taille de délétion excédant 4Mb avaient une hypotonie, cette dernière s’accentuant avec la taille de la délétion.

-Un retard global de développement, particulièrement moteur, a été observé chez tous les patients des trois catégories, bien qu’il puisse être léger chez les patients ayant des délétions de petite taille. Ce signe clinique augmente de façon claire avec la taille de la délétion quel que soit le réarrangement chromosomique.

-Un retard de langage a été observé de façon constante (100% des cas) chez les patients pour lesquels il pouvait être évalué. Toujours sévère, il constitue le signe clinique le plus caractéristique observé chez nos patients, quelque soit le type de réarrangement.

Malgré tout chez nos sujets la corrélation entre le degré de sévérité et la taille de la délétion n’était pas évidente, et un retard de langage sévère pouvait être observé chez des patients ayant une délétion de petite taille.  

-La dysmorphie faciale n’était généralement pas trés sévère, et des oreilles de grande taille ou dysplasiques ont été fréquemment observées (82%).

-Comme le retard de langage, les troubles du comportement étaient un signe clinique constant (100%) chez les sujets agés de plus d'un an. Ces troubles incluent l’hyperactivité, les troubles du sommeil, des comportements agressifs, et des états confusionnels.

Néanmoins, à cause de leur autonomie limitée, les patients avec les délétions les plus grandes, semblent être moins affectés par les troubles comportementaux que les autres patients. Il a été noté que les troubles comportementaux augmentent avec l’age et que la personnalité des patients change progressivement.

-Des crises d’épilepsie ont été observées chez seulement 8 patients (24.2%). Elles n’étaient pas corrélées avec le type de réarrangement ou la taille de la délétion et étaient présentes chez des patients avec des délétions de 0,9Mb et 7,2Mb.

-Finalement la majorité de nos patients ont montré une croissance normale, avec une tendance à la croissance accélérée dans le cas des délétions simples ou des translocations, et une tendance à un retard de croissance dans le cas des anneaux r22.

Au final, nos résultats ont mis en évidence une corrélation positive entre la taille de la délétion et le phénotype, quel que soit le type de la délétion et indépendamment de l’origine parentale. De plus, nous avons noté une évolution claire du phénotype avec l’âge.

DISCUSSION

Nos caractérisations moléculaires de la délétion 22q13, incluant à la fois les délétions simples 22q13 et les r22, nous permettent d’établir des corrélations phénotype-génotype et de comparer ces deux syndromes , ainsi que de répondre à certaines questions concernant leur mécanisme de formation. 

Y a t il certaines différences entre les  syndromes r22 et del22q13 simple?

Nous avons montré que chez les patients avec une délétion 22q13 simple ou un r(22) la gravité du phénotype, et en particulier les troubles comportementaux, pouvaient augmenter avec l’âge. En conséquence chaque comparaison de phénotype devrait prendre en considération l’age des patients, ce que les études précédentes ne faisaient pas. Contrastant avec les études précédentes, nos résultats montent que les signes cliniques sont très proches pour les patients avec une del22q13 simple ou un r22 quand ils sont dans la même tranche d’âge et ont la même taille de délétion. 

Cette similitude de phénotype entre les 2 syndromes est en accord avec la remarquable stabilité des anneaux observée pdt la métaphase chez presque tous les patients r22.

Les micronuclei sont causés par la structure même des anneaux qui engendre des difficultés dans la séparation des chromatides sœurs pendant les divisions cellulaires, et provoque, à terme, un taux plus important de mortalité celluleire. A l'appui de cette hypothèse, nous avons montré par FISH que les mononuclei contiennent le r(22). Nous pouvons supposer que la mortalité cellulaire associée à la structure annulaire elle-même est responsable du retard de croissance présenté par certains patients avec anneau r22, et contrastant avec la croissance accélérée souvent observée chez les patients avec un délétion 22q13 simple. A l'appui de cette hypothèse, le patient 1-qui montrait le trouble de croissance le plus sévère - avait l’anneau le plus instable avec 10% de cellules anormales. Nous ne pouvons exclure, cependant, que les différences phénotypiques observées chez certains patients r22 dans d'autres études, soient la conséquence des structures instables présentes dans l'anneau, comme par exemple, les séquences d'ADN télomèrique ou d'autres séquences d’ADN répété. Mais aucune de ces particularités n’a été observée chez nos patients avec r22, car les anneaux ne contenaient ni ADN télomérique, ni ADNr.

Dans les cas où l’anneau r22 est particulièrement instable, d’autres signes cliniques variables peuvent être attendus chez les patients r22 qui les différencient des patients avec délétion 22q13 simple. Une augmentation de cellules avec un anneau r22 dicentrique peut aboutir à la présence de signes cliniques qui caractérisent "le syndrome des yeux du chat", associant appendices ou pertuis préauriculaires et colobome de l'iris. Au contraire, la présence d’un nombre important de cellules avec perte du r22 résulte en la perte du gène NF2 et d'autres gènes suppresseurs de tumeur sur le chromosome 22, augmentant ainsi le risque de développer une neurofibromatose et d'autres tumeurs du système nerveux. 

Les délétions 22q13 sont plus souvent d’origine paternelle

L’expression du phénotype n’était pas affecté par l’origine parentale de la délétion chromosomique aussi bien pour les del22q13 que pour les r22. Néanmoins, nous avons démontré une fréquence plus élevée de l'origine paternelle de la délétion, pour tous les types de réarrangement. Un tel excés était particulièrement évident pour les r22 et pour les translocations impliquant un bras court d'acrocentrique, mais était aussi décelable pour les délétions 22q13 simples. De plus, cet excés d'origine paternelle était beaucoup plus marqué pour les délétions de petite taille. Cette observation est en parfait accord avec l’augmentation modérée "d'origine paternelle" observée chez nos patients avec délétion simple, puisqu'ils ont une délétion de grande taille. La délétion 22q13 n’a pas été rapportée précédemment comme étant préférentiellement d’origine paternelle, probablement à cause du faible nombre de cas ayant bénéficié d'une caractérisation moléculaire. Néanmoins parmi les quelques cas publiés de délétions de novo analysées de cette façon, 7 étaient d’origine paternelle et 3 d’origine maternelle, ce qui est en  parfaite concordance avec nos résultats. Une fréquence élevée de recombinaison est connue pour être associée aux régions subtélomèriques dans les méioses mâles tout autant que dans les méioses femelles. De façon intéressante, les régions subtélomèriques, particulièrement celle du 22q, sont enrichies en répétitions de dinucléotides (GT)n capables d'augmenter la fréquence des recombinaisons. Cette propriété des répétitions de (GT)n pourrait résulter de leur capacité à se lier préférentiellement à la protéine recombinase hsRad51, ou à former un Z-DNA. La fréquence élevée de recombinaisons associé aux répétitions (GT)n à été montrée être plus importante chez les mâles. La raison de cette recombinaison augmentée chez l’homme est inconnue, mais pourrait être liée aux différences qui existent entre les méioses mâle et femelle. Finalement il est possible que ce taux important de recombinaison dans la région subtélomérique 22q chez les hommes puisse être la cause de l'augmentation de l’origine paternelle des délétions 22q13 observée chez nos patients.

Séquences pouvant favoriser la survenue de délétions 22q13

Chez nos patients, nos avons montré que plusieurs points de cassure étaient localisés dans le même intervalle (PAC 402G11-PAC 579N16), suggérant qu’il pouvait y avoir des séquences dans cet intervalle conférant au chromosome la propriété de se réarranger. Cet intervalle d’à peu près 100kb, localisé entre les séquences AL022328 et AL096767 n’a pas encore été séquencé et constitue l’intervalle non séquencé le plus distal parmi les 7 décrits dans la région sub-télomérique du 22q. Il a été suggéré que de tels intervalles non séquencés dans les bases de données contenaient des séquences qui ne pouvaient pas être clonées avec les systèmes hôte-vecteur disponibles. De façon intéressante, la présence de séquences inclonables a été montré être corrélée avec une instabilité du génome, laquelle pourrait favoriser la survenue de délétions dans cette région. Six autres intervalles non séquencés sont localisés dans la région sub-télomérique 22q et pourraient jouer un rôle similaire dans la survenue des délétions  22q13

Chez nos patients, et dans la littérature, il y avait un taux relativement important de r22 et de translocations qui mettent en cause la région subtélomérique 22q et le bras court d'un acrocentrique (22p ou autres). De plus, dans la présente étude, nous avons montré que la bande 22p11 est le plus communément impliqué dans les points de cassure du r22. La bande p11 des chromosomes acrocentriques contient différents types de séquences d'ADN hautement répété incluant les satellites I, II, III et le satellite bêta. Nous avons recherché des homologies de séquences entre la région sub-télomérique 22q et les nombreux ADN satellites de la bande 22p11. Nous avons trouvé que la portion riche en G+C de l’ADN satellite I pourrait être intéressante, car elle contient un membre de la famille Alu par répétition. De nombreuses séquences Alu sont aussi présentes dans la région subtélomérique des chromosomes et particulièrement dans celle du 22q. Les séquences  Alu sont connues pour être le site de recombinaison inégales causant des anomalies cytogénétiques variées, incluant les délétions, les anneaux ou les translocations.

Par conséquent, notre étude suggère que la séquence particulière de la région subtélomérique 22q, riche en nombreux intervalles non clonables, ainsi que la présence d'éléments Alu peuvent être la cause de la fréquence relativement importante de délétions 22q13.

La région minimale critique.

Deux patients avaient une délétion cryptique similaire de 160kb, délimitée par un point de cassure distal par rapport au BAC348D8 connu pour contenir le gène ARSA. Ces patients qui présentaient un léger retard de développement et un retard important de langage sont monosomiques pour un segment de chromosome incluant seulement les gènes ProSAP2/SHANK3, ACR et RABL2B. Ceci confirme que la région minimale critique pour le syndrome monosomie 22q13 ne contient pas le gène ARSA, et souligne la nécessité d'utiliser une sonde distale à ARSA pour diagnostiquer toutes les délétions 22q13.  Parmi les 3 gènes délétés, il a été suggéré que le ProSAP2/SHANK3 intervient dans des troubles sévères du langage qui caractérisent le syndrome de la délétion 22q13. En effet, ProSAP2/SHANK3 est exprimé de préférence dans le cortex et code pour une protéine intervenant dans la densité postsynaptique des synapses excitatoires. De plus, le fait que les 2 patients présentent des troubles comportementaux suggère que le gène ProSAP2/SHANK3 pourrait intervenir dans ce phénomène, que nous avons montré être plus sévère avec l'age. 

Conclusions 

Bien que l’incidence de la délétion n’ait pas encore été établie, le nombre croissant de délétions 22q13 qui ont été rapportés récemment indique que ce type de délétion pourrait survenir plus fréquemment que ce qui avait été pensé jusqu’à maintenant. De ce fait , tous les patients avec un retard léger de développement, un retard de langage important et des troubles comportementaux - qui peuvent être modérés chez les sujets jeunes - devraient être étudiés avec la méthode FISH dans le but de rechercher une délétion 22q13. De plus, dans le but de prévenir ou de ralentir toute aggravation des troubles du comportement, les soins doivent être adaptés aux besoins particuliers de ces patients.

