La cassure du gène ProSAP2 en t(12;22)(q24.1;q13.3) est associée au syndrome de la délétion 22q13.3 
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Le syndrome de la délétion terminale 22q13.3  se caractérise par un retard sévère du langage expressif, une arriération mentale légère, une hypotonie, une laxité articulaire, une dolichocéphalie, et des dysmorphismes faciaux mineurs. Nous avons identifié un enfant ayant toutes les caractéristiques du syndrome de délétion du  22q13.3. Le caryotype du patient a montré  une translocation de novo équilibrée entre les chromosomes 12 et 22, avec point de cassure situé dans la région 22q13.3 critique du syndrome de délétion distale du 22q [46, XY, t(12;22)(q24.1;q13.3)]. Les tests FISH ont révélé que la translocation était réciproque, le point de cassure du chromosome 22 étant situé au sein du cosmide sous-télomérique du 22q, 106G1220 , et le point de cassure du chromosome 12q près du STS D12S317. A l’aide d’une analyse Southern Blot et d’une PCR inverse, nous avons localisé le point de cassure du chromosome 12 dans un intron du gène FLJ10659 et localisé le chromosome 22 au sein de l’exon 21 de l’homologue humain du gène ProSAP2. Des séquences homologues courtes (5-bp, CTG[C/A]C)  ont été retrouvées au niveau du point de cassure des deux chromosomes dérivatifs. La translocation n’a entraîné la perte d’aucune portion d’ADN. Une analyse Northern Blot de tissus humains, à l’aide d’ADNc ProSAP2 de rat, a montré que les transcrits de longueur complète n’étaient retrouvés qu’au niveau du cortex cérébral et du cervelet. Le gène FLJ10659 est exprimé dans divers tissus et ne présente pas d’isoformes spécifiques aux tissus. La découverte que la ProSAP2 est incluse dans la région critique du syndrome de la délétion 22q et que notre probande présente tous les signes et symptômes du syndrome suggère qu’une haplo-insuffisance ProSAP2 est la cause du syndrome de la délétion 22q13.3. La ProSAP2 est un bon candidat pour ce syndrome, car elle est préférentiellement exprimée au niveau du cortex cérébral et du cervelet et encode une protéine d’assemblage impliquée dans la densité post-synaptique des synapses excitatrices. 

     * Les deux premiers auteurs ont contribué de manière égale à ces travaux. 
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Introduction 
     Les approches récentes de l’analyse de la région terminale du chromosome ont conduit à la détection de plusieurs patients ayant des délétions distales du chromosome 22q (Nesslinger et al. 1994; Flint et al. 1995; Precht et al. 1998; Prasad et al. 2000). Le syndrome de la délétion terminale 22q13.3 se caractérise par un retard sévère du langage expressif et une légère arriération mentale ; des dysmorphismes mineurs ont été rapportés chez certains sujets (Wong et al. 1997; Precht et al. 1998; Prasad et al. 2000). Sur la base des études cliniques et moléculaires des patients présentant des ré-arrangements  cytogénétiques soit macroscopiques soit inframicroscopiques, Wong et ses collègues (1997) ont ramené (à 70 kb) la plus petite région de chevauchement de la délétion (« shortest region of deletion overlap » ; SRO) au sein de la laquelle le ou les gènes impliqués dans le syndrome de la délétion 22q13.3 devraient être localisés. 

     Nous décrivons le cas d’un enfant ayant présenté une translocation de novo équilibrée entre les chromosomes 12 et 22, le point de cassure étant situé dans la région critique 22q13.3. L’enfant présentait toutes les caractéristiques du syndrome de la délétion terminale 22q. Les investigations moléculaires ont démontré que la translocation perturbait l’homologue humain du gène de la « proline-rich synapse-associated protein 2 » (ProSAP2) (Boeckers et al. 1999a) sur le chromosome 22 ainsi que le gène FLJ10659 sur le chromosome 12. Deux faits font de la ProSAP2 un bon candidat pour le syndrome de la délétion 22q13.3 : (1) Elle est exprimée de façon préférentielle au niveau du cortex cérébral et du cervelet, et (2) elle encode une protéine d’assemblage impliquée dans la densité postsynaptique (DPS) des synapses excitatrices. Des percées récentes ont en fait démontré que des mutations des gènes régulant le transport vésiculaire synaptique entraînaient une arriération mentale (Chelly 2000; Toniolo and D'Adamo 2000). 
Sujet et Méthodes 
Sujet 
     Le probande est un garçon âgé de 4,5 ans. Les antécédents familiaux sont négatifs en ce qui concerne l’arriération mentale et d’autres troubles neurologiques ou psychologiques. La grossesse, l’accouchement et la vie néo-natale ont été sans particularité. Les repères moteurs précoces étaient légèrement retardés (l’enfant s’est assis à 7 mois et a marché à l’âge de 19 mois). Toutefois, le développement du langage était sévèrement compromis dans le sens où l’enfant était incapable d’émettre des mots isolés jusqu’à l’âge de 2 ans. A l’âge de 4,5 ans (dernière évaluation), son expression verbale était limitée à quelques mots et il présentait une légère arriération mentale (QI global : 54) ainsi que des aptitudes verbales très limitées (QI verbal 32 ; QI de performance 70). L’examen neurologique a révélé une légère hypotonie légère, et des caractéristiques dysmorphiques mineures (dolichocéphalie, brides épicanthiques, et nez en selle à bout bulbeux) sont évidentes. Les résultats des tests audiométriques, de l’électromyographie à l’aiguille, et de l’imagerie par résonance magnétique crânienne sont normaux.  

Investigations cytogénétiques
   Une analyse chromosomique a été réalisée au niveau du sang du probande et des parents, à l’aide des techniques standard de haute résolution (Dutrillaux 1981). Une coloration du chromosome entier (avec une bibliothèque spécifique au chromosome 22 [Cytocell]) et un test FISH (à l’aide du cosmide 106G1220 [Vysis] spécifique au sous-télomère 22q), ont été réalisés sur les lames du probande en métaphase. D’autres tests FISH ont été réalisés avec des YAC sélectionnés en fonction de leur position sur la Base de données du Génome. L’ADN YAC a été marqué à la biotine par déplacement de cassure (« nick translation »). Les sondes marquées étaient visualisées par fluorescéine isothiocyanate – avidine (Vector) et les chromosomes étaient contre-colorés par le  4’,6-diamino-2-phényl-indole (Sigma). Les hybridations étaient analysées par un microscope à épifluorescence Zeiss Axioplan, et des images prises à l’aide d’un système Power Gene FISH (PSI). 
Analyse de l’ADN
     Pour l’analyse Southern Blot, les aliquots de 20-µg d’adénome génomique du probande et de ses parents ont été digérés à l’aide d’EcoRI, EcoRV et HindIII et ont été séparés par taille sur un gel d’agarose à 0,7% /0,5× TBE. L’ADN a ensuit été transféré sur une membrane en nylon (Boehringer Mannheim). 
     Deux microgrammes d’ADN du clone n85a3 (numéro d’accès de la Base de données du Génome AC000036) ont été dilués à l’aide EcoRV, isolés sur gel d’agarose 0.4% / 1× TAE, et purifié par Qiaex II (Qiagen). Environ 200 ng de chaque fragment ont été marqués au [32P] dCTP par multiamorces (« random priming »). Les sondes marquées étaient préannelées avec de l’ADN 1- COT (Gibco) durant 30 min à 65°C,  puis hybridées durant la nuit à 65°C dans du tampon Church (Church and Gilbert 1984), lavé et photographié sur film Kodak X-Omat AR .

     Une PCR inverse a été réalisée sur adénome génomique digéré par MscI- et lié (en volumes de 1-ml  afin de faciliter l’auto-ligation des fragments individuels), à l’aide de séries imbriquées d’amorceurs à différentes positions. Les fragments amplifiés ont été isolés sur un gel d’agarose à 1% /Tris-acétate-EDTA, purifié par du Qiaex II, et  séquencés par un kit de séquençage à cycle terminateur Big Dye (Applied Biosystems). L’analyse des séquences a été réalisée sur un analyseur génétique ABI Prism 310. Toutes les séquences d’amorçage et les protocoles d’amplification sont disponibles auprès des auteurs sur demande. 

     L’analyse Northern Blot a été réalisée sur des Northern blots à multiples tissus humains (Clontech Laboratories), conformément aux protocoles du fabricant. De l’ADNc de ProSAP2 de rat marqué au [32P] (Boeckers et al. 1999a) et de l’ADNc de FLJ10659  (IMAGE: 3450646) ont été utilisés comme sondes. 

Résultats 
Etudes cytogénétiques et moléculaires
     Les explorations cytogénétiques standard effectuées sur le probande ont montré une translocation chromosomique : 46, XY, t(12;22)(q24.1;q13.3) (fig. 1). Aucune bande 22q n’était visible sur le der (12). La réciprocité de la translocation a été démontrée par FISH, utilisant le cosmide 06G1220 spécifique au sous-télomère 22q (Ning et al. 1996). Aucun signal n’a été observée sur le der(12) après FISH utilisant une bibliothèque de coloration du chromosome 22 , alors que deux signaux, l’un sur le der (12) et l’autre sur le der(22), étaient visibles après FISH utilisant le 106G1220 (fig. 1). Ainsi, la translocation semblait réciproque avec le point de cassure du chromosome 22 situé au sein de la sonde  106G1220. Une localisation fine du point de cassure sur le chromosome 12q a été réalisée à l’aide de clones YAC localisés sur le 12q24 (contig WC-841). Des signaux des YAC chevauchants (948-E-9 and 901-A-5) ont été retrouvés sur les deux chromosomes dérivatifs, alors que le YAC 764-F-2 n’a donné un signal que sur le der(12). Ainsi, le point de cassure sur le chromosome 12q se situe près du STS D12S317 (à 115 cM du télomère 12p). 
	


	Figure 1     A (haut), écorché des chromosomes normaux 12 et 22, alignés avec leurs dérivés de translocation homologue der (12) et der(22) dans la bande G à la résolution de [image: image2.png]


550 bandes. A (bas), idéogrammes de résolution élevée correspondant à la bande G des chromosomes 12 (vert) et 22 (rouge) et leurs dérivés der(12) (vert avec une petite portion rouge) et der(22) (rouge avec une portion verte). Les têtes de flèches indiquent le point de cassure au niveau des sous-bandes 12q24.1 et 22q13.3. L’échange réciproque de matériau chromosomique implique une plus vaste région du chromosome 12 que du chromosome 22 (voir idéogramme); aucun matériau 22q n’est visible sur le der(12), lors de son examen par cytogénétique ou par FISH à l’aide d’une bibliothèque de coloration du 22. B, des résultats de FISH utilisant une sonde sous- télomérique 22q 106G1220 (VYSIS). Le chromosome normal 22 (flèche) et le der(12) comme le der(22) (têtes de flèche) ont un signal démontrant la réciprocité de la translocation, le point de cassure du chromosome 22 étant situé au sein de la sonde 106G1220.


     Après hybridation Southern Blot avec des fragments correspondant aux bases 22039[image: image3.png]


41000 (fragment A), 4238[image: image4.png]


15981 (fragment B), et 15981[image: image5.png]


22039 (fragment C) du cosmide  n85a3 (fig. 2), plusieurs bandes (fig. 2) ont montré une diminution de la force relative du signal chez le probande, alors que des bandes supplémentaires (fig. 2) sont apparues. La localisation du point de cassure a pu être ramenée à la région partagée par les fragments au signal réduit, du site EcoRV à la position 295109 au site HindIII à la position 299969 (toutes les positions de nucléotides se réfèrent à la séquence du chromosome 22, locus NT_024379 [Dunham et al. 1999]). 
	


	Figure 2     A, Structure génomique des gènes humains ProSAP2 et FLJ10659. L’orientation gauche-droite des deux cartes va du centromère au télomère. Les tailles des exons (cases) et des introns sont dessinées à l’échelle. Les flèches verticales indiquent le site du point de cassure sur les deux chromosomes. Les lignes horizontales (A, B, et C) indiquent les positions et les tailles des fragments de restriction isolés du cosmide n85a3 et utilisés en tant que sondes d’hybridation Southern. B, Analyse Southern Blot. L’ADN génomique (10-µg) du probande (P), de sa mère (M), et de son père (F), digéré par EcoRV (V), EcoRI (E), ou HindIII (H), a été chargé sur chaque voie. C, amplification sélective du der(12) et du der(22) chez le probande. L’ADN génomique du probande et de deux sujets normaux, ainsi que d’un échantillon témoin négatif ne contenant pas d’ADN, ont été amplifiés avec des paires d’amorceurs couvrant les points de cassure du chromosome 12, 22, der(12) (12/22), et der(22) (22/12). D, Alignement des séquences du chromosome 12, 22, der(12) et der(22) au point de cassure. La séquence dérivée du chromosome 12 est montrée en lettres minuscules, et la séquence dérivée du chromosome 22 est montrée en lettres majuscules. Les points de cassure sont indiqués par les têtes de flèches. La séquence CTG (C/T)C au point de cassure des deux chromosomes 12 et 22 est montrée en caractères gras. L’orientation des séquences est comme pour le panel A.


     Le point de cassure a été cloné par PCR inverse et a été confirmé par amplification spécifique des deux points de cassure der(12) et der(22)  (fig. 3). Le séquençage des points de cassure a montré que le chromosome 12 est exactement partagé entre les chromosomes dérivés, alors que 5 bases autour du point de cassure du chromosome 22 sont présentes sur les deux chromosomes dérivés (fig. 3). Le point de cassure du chromosome 22 se situe à la position 296489/296494, au sein de l’exon 21 de l’homologue humain de la ProSAP-2 de rat (Boeckers et al. 1999a), Shank-3 (Lim et al. 1999), et SPANK-2 (Naisbitt et al. 1999). Le point de cassure du chromosome 12 se situe à [image: image7.png]


5 kb du locus D12S317  (contig NT_024379), entre les exons 10 et 11 du gène de la protéine hypothétique FLJ10659 (XM_006601) (fig. 3). 
	


	Figure 3     A, Expression de la ProSAP2 et de la FLJ10659. Une analyse Northern Blot disponible dans le commerce a été réalisée à l’aide de 2 µg par voie d’ARN poly-A+ issu de tissus humains (panels a et c), et de tissus cérébraux humains (panels b et d). Les filtres ont été hybridés à l’ADNc de ProSAP2 de rat  (panels a et b) ou au clone IMAGE 3450646 (panels c et d). Les filtres a et b ont été exposés durant 2 sem, et les filtres c et d ont été exposés durant 40 h. B,  Analyse PCR de l’expression de la ProSAP2 humaine. Les groupes d’exons couvrant la majorité de la région de codage du gène (exons 1/4, 10/12, 10/16, 16/21et 21/22) ont été amplifiés à partir d’ADNc de cerveau (b), de cervelet (c), et de cœur (h) humains à l’aide d’un protocole de PCR imbriquée. Des amplifications de témoin négatif (-) ont toujours été incluses. L’ADNc de la (-actine humaine a été utilisé comme témoin, et amplifié à des taux similaires dans tous les tissus. Certains produits (exons 1/4, 10/12, et 21/22) étaient visibles après l’amplification primaire (PCR 1), mais d’autres (exons 10/16 et 16/21) ont requis une amplification secondaire (PCR 2). Tous les fragments amplifiés ont été isolés et séquencés. Le fragment le plus petit (200 bp) de l’amplification secondaire des exons 10/12 du tissu humain ne contient pas l’exon 11. Le fragment de 540 bp issu de l’amplification secondaire de l’exon 10/16 de tissu cérébral ne contient pas les exons 11 et 12, mais  le fragment de 600 bp issu du cœur dans le même panel a été amplifié à partir d’ADN génomique. Le fragment de 128 bp issu de l’amplification primaire des exons 21/22  du tissu cérébral ne contient pas d’exons 21b. Tous les autres fragments présentent la séquence attendue. 


Structure des gènes de la ProSAP2 et la FLJ10659 humaines
     La structure du gène de la ProSAP2 humaine a été déduite en comparant la séquence du chromosome 22  (NT_001128) à l’ADNc de ProSAP2 de rat (NP_067707), à l’aide d’une technique BLAST2. La structure du gène FLJ10659 était déjà connue et peut être consultée via LocusLink. Le gène ProSAP2 couvre une région de 60 kb sur le chromosome 22, entre l’arylsulfatase A (ARSA) et l’acrosine, et est codé par 22 exons (fig. 2). Un exon supplémentaire de 27 bp (exon 21b) a été trouvé par comparaison de la séquence humaine à l’ADNc Shank-3A de rat (NP_067708) ; toutefois, celui-ci pourrait ne pas être fonctionnel, car il ne semble pas avoir une séquence correcte de l’épissure 3’. En fait, l’analyse PCR montre que l’exon 21b n’est pas présent au niveau du transcrit de la ProSAP2 du tissu cérébral humain (fig. 3). 
     L’exon 1 contient le codon de départ ATG, si nous présumons que le codon d’initiation de la traduction de la ProSAP2 humaine est le même que chez l’ADNc de rat et de souris. L’exon 22 contient le codon d’arrêt, et supposément, la portion complète de 3’ non traduite de l’ADNc. Cette portion n’a pas été séquencée chez le rat ni la souris. Une analyse BLAST de la séquence génomique humaine par rapport aux tags humains de séquence exprimée (données non montrées) suggère que les motifs AATAAA aux positions 308209 et 308619 sont les signaux de polyadénylation les plus fréquemment utilisés. L’identité de la séquence de nucléotides est de 86% globalement et est conservée tout au long du gène (données non montrées). Le gène code la protéine de 1 731aa.. Les limites intron-exon, à l’exception de l’exon 21b, se conforment à la séquence canonique (données non montrées). 

     Le gène FLJ10659 couvre une région de 63 kb du chromosome 12 et se compose de 21 exons (fig. 2). Le codon d’initiation ATG est situé sur l’exon 1, et le codon d’arrêt est situé sur l’exon 18. Les gènes codent une protéine de 541aa. 

Schéma d’expression de la ProSAP2 et la FLJ10659 humaines 
     L’analyse Northern blot de tissus humains, à l’aide d’une sonde d’ADNc de ProSAP2 de rat de longueurs complètes a montré de multiples transcrits (fig. 3). Une bande de 3 kb est exprimée à divers niveaux dans différents tissus, plus fortement au niveau du cœur, du rein, du foie et du placenta. Deux transcrits plus longs (7 et 8 kb) sont observés exclusivement au niveau du tissu cérébral. 

     L’analyse de différentes régions de SNC montre une expression ubiquitaire de la bande de 3-kb ; toutefois, une bande de 7-kb n’est pas présente dans le bulbe rachidien ni dans la moelle épinière, et une bande de 8 kb est spécifique aux échantillons corticaux. Nous avons répété l’hybridation en utilisant deux sondes issues de différentes portions de l’ADNc de la  ProSAP2 humaine : un fragment de 400 bp contenant l’exon 11 et une portion des exons 10 et 12 ( y compris un fragment de 150 bp codant le domaine SH3) ; et une portion de 1,7 kb de l’exon 21, qui ne présente aucune similarité connue aux autres gènes. La sonde de l’exon 21 ne s’hybride qu’aux bandes les plus longues (7, 8, et 12[image: image9.png]


15 kb), alors que la sonde de l’exon 10-12 s’hybride aux bandes les plus longues dans le cerveau et à des bandes supplémentaires plus courtes dans plusieurs tissus (2[image: image10.png]


2.3 kb) (données non montrées). Ni l’une ni l’autre sonde ne s’hybride à la bande de 3 kb observée avec la sonde de rat.  

     Afin de déterminer si les bandes les plus courtes représentent des transcrits de ProSAP2 différentiellement épissurés ou sont le résultat d’une hybridation croisée avec d’autres membres de la famille ProSAP ou d’autres transcrits contenant le domaine PDZ/SH3, nous avons amplifié des fragments de la majorité de la région encodante du gène, issus des ADNc du cortex, du cervelet et du cœur (fig. 3). La ProSAP2 a toujours été amplifiée dans les tissus issus du cortex cérébral ; toutefois, le cervelet donnait des résultats assez mixtes, et les résultats étaient toujours négatifs au niveau du tissu cardiaque.

     Ces résultats suggèrent fortement que la ProSAP2 humaine est exprimée principalement au niveau du cerveau, du moins chez l’adulte, et que les tailles de ses transcrits sont de 7 et de 8 kb. La différence de taille entre les bandes les plus larges résulte probablement de sites différents de polyadénylation. La bande de 12[image: image11.png]


15 kb visible principalement au niveau du cervelet pourrait représenter un transcrit incomplètement épissuré. Des événements d’épissurage différentiel, qui ont été extensivement décrits chez le rat (Lim et al. 1999), peuvent également survenir au niveau de la ProSAP2 humaine (fig. 3). Les bandes plus courtes décelées dans bon nombre de tissus avec l’ADNc de rat et la sonde exon 10 – 12 représentent quasi certainement des hybridations croisées avec d’autres transcrits contenant les domaines PDZ, SH3, ou SAM. 

     La sonde FLJ10659 hybride en un transcrit de 4 kb exprimé dans plusieurs tissus, y compris le rein, le cerveau, le cœur et le muscle strié. Le transcrit est exprimé dans tous les échantillons de SNC (fig. 3). 
Discussion 
     L’introduction de nouvelles méthodes visant à vérifier l’intégrité du télomère conduit actuellement à la définition de nouveaux syndromes malformatifs (Knight and Flint 2000; De Vries et al. 2001). Parmi ceux récemment définis est le syndrome de la délétion distale 22q.  Flint et ses collègues (1995) ont détecté la première délétion cryptique 22q, en recherchant systématiquement une hérédité anormale de polymorphismes sous-télomériques de l’ADN chez des sujets présentant un arriération mentale. Depuis lors, plusieurs instances de délétion distale 22q, non décelables par les techniques cytogénétiques classiques, ont été découvertes. Certaines étaient détectées en recherchant systématique des ré-arrangements sous-télomériques cryptiques chez des patients présentant un arriération mentale (Knight and Flint 1999). D’autres (à l’aide d’un “phénotype chromosomique” générique) étaient détectées durant l’exclusion d’une délétion dans la région de diGeorge/velocardiofaciale (Goizet et al. 2000; Praphanphoj et al. 2000; Prasad et al. 2000). En fait, les sondes diGeorge disponibles sur le marché comportent des sondes distales 22q utilisées comme témoins. Bien que la majorité des sujets ayant des réarrangements télomériques cryptiques sont affectés par une arriération mentale associée à des anomalies congénitales et des dysmorphismes faciaux (Knight and Flint 2000), la majorité des sujets présentant des délétions distales de 22q sont déterminés du fait de la légère arriération mentale et du retard de langage (Flint et al. 1995; Precht et al. 1998). Chez ces sujets, le langage expressif est soit absent soit sévèrement retardé. Les traits moins fréquemment décrits comportent des brides épicanthiques, un nez bulbeux, des oreilles dysplasiques, une dolichocéphalie, une hypotonie, une laxité articulaire et un autisme  (Goizet et al. 2000; Praphanphoj et al. 2000; Prasad et al. 2000). Bien que ces symptômes soient quelque peu non spécifiques, il a été suggéré que leur association à un retard de langage et à une légère arriération mentale doit inciter les cliniciens à rechercher une délétion distale 22q. Des études d’ADN de patients présentant une délétion distale 22q ont conduit à l’identification d’un SRO allant du dessous du locus D22S97 en proximal jusqu’au-dessous de l’ARSA (Nesslinger et al. 1994). La définition moléculaire d’une microdélétion terminale a conduit Wong et ses collègues (1997) à ramener la région critique aux 130 kb distaux, allant de D22S163 au télomère. Les 60 kb distaux étant probablement riches en répétitions sous-télomériques, on s’attend à ce que la région proximale distante de 70 kb contienne un ou plusieurs gènes dont l’haplo-insuffisance est responsable des deux principaux symptômes de la délétion distale 22q (à savoir le retard de langage et la légère arriération mentale) (Wong et al. 1997). Dans cette région sont localisés l’homologue humain de la ProSAP2, de l’acrosine, un pseudogène SNRPA1, le RABL2B (un membre de la famille des oncogènes RAS) et un pseudogène d’une protéines ribosomique de 60S, la L23A (Dunham et al. 1999). Les mutations RAB ayant été associées à une arriération mentale liée au chromosome X (D'Adamo et al. 1998), la découverte de la délétion du RABL2B chez les patients présentant la délétion critique 22q a soulevé la possibilité que sa haplo-insuffisance était responsable du phénotype anormal du patient  (Wong et al. 1999). Toutefois, l’existence du RABL2A (qui se situe au 2q13), du fait qu’il soit lui aussi exprimé et très proche en séquence au RABL2B, fait qu’il est peu vraisemblable que le RABL2B soit sensible à la dose (Wong et al. 1999). 
     Nous avons étudié un enfant qui présentait tous les symptômes associés au syndrome de la délétion distale 22q (retard sévère du langage expressif, légère arriération mentale, hypotonie, dolichocéphalie, brides épicanthiques, nez bulbeux et articulations laxes). La découverte qu’il est porteur d’une translocation de novo équilibrée résultant de la cassure d’un gène localisé dans la région critique de 70 kb du chromosome 22q suggère que son haplo-insuffisance pourrait être responsable du phénotype du syndrome de la délétion distale 22q.     

     Le produit du gène ProSAP2 se localise dans le PSD, un réseau sous-membraneux hautement spécialisé de protéines au niveau des synapses excitatrices du SNC. Le PSD inclut une variété de protéines adaptatrices impliquées dans la localisation des récepteurs, des molécules d’adhésion et des molécules de la cascade de signalisation intracellulaire au sein de la synapse (Ziff 1997). Boeckers et ses collègues (1999a) ont isolé les ADNc codant pour la ProSAP1, une protéine du domaine PDZ (PSD-95/disks-large/ZO-1) hautement enrichie au niveau du PSD. Le dépistage d’une homologie a identifié une protéine apparentée (la ProSAP2), qui partage le domaine PDZ hautement conservé (identité à 80% ), un domaine de motif de liaison SH3 (« Src homology 3 ») riche en proline, agent médiateur de l’interaction avec la cortactine, et un domaine SAM (« sterile-alphamotif ») C terminal. La ProSAP2 contient cinq répétitions ankyrines et un domaine SH3. Les protéines ProSAP peuvent se lier à la protéine d’assemblage Homer et aux protéines SAPAP (Boeckers et al. 1999b),  lesquelles se lient à leur tour au PSD-95. Elles peuvent également former des homomultimères, permettant in fine la formation d’un réseau tridimensionnel, liant ensemble le complexe du récepteur NMDA à la surface du PSD, les mGluRs au sein de la membrane, et le récepteur IP3 à la surface des vésicules de stockage du calcium intracellulaire (Kennedy 2000). 
     Les protéines ProSAP sont co-exprimées dans plusieurs régions du cerveau de rat, mais présentent un schéma d’expression distinct au niveau du cervelet. En fait, dans la majorité des régions du cerveau, y compris le cortex cérébral et l’hippocampe, la ProSAP1 et la ProSAP2 semblent être codistribuées. Toutefois, une distribution complémentaire est observée au niveau du cervelet. La ProSAP1 est principalement exprimée au niveau des cellules de  Purkinje, alors que les transcrits de ProSAP2 se sont trouvés qu’au niveau de la couche de cellules granulaires et du cervelet. (Boeckers et al. 1999b). L’analyse de l’expression au niveau du tissu humain confirme les résultats trouvés chez le rat et souligne l’expression exclusive de la ProSAP2 de longueur complète au niveau du cortex cérébral et du cervelet.

     Le gène du chromosome 12 cassé par les codes de translocation code pour la protéine FLJ10659, laquelle contient un domaine PH et présente une similitude à la protéine APPL humaine (MIM 604299), une protéine de fonction inconnue impliquée dans liaison à la protéine tyrosine kinase AKT2 (Mitsuuchi et al. 1999). La fonction de la FLJ10659  étant également actuellement inconnue, nous ne pouvons émettre d’hypothèse concernant la nature d’une quelconque corrélation entre la haplo-insuffisance de la FLJ10659 et le phénotype de notre patient.              
     La découverte que notre patient présente des symptômes recouvrant ceux de sujets ayant des délétions distales 22q suggère que la haplo-insuffisance de la ProSAP2 est la cause de ce syndrome. L’implication de la protéine ProSAP2 dans le cytosquelette hautement spécialisé au niveau du PSD est en accord étroit avec ce résultat. Un autre syndrome généralement associé à la haplo-insuffisance d’une protéine du cytosquelette est la lissencéphalie (Chong et al. 1997; Sapir et al. 1999). La découverte d’une mutation de la ProSAP2 chez les sujets ayant le phénotype de la délétion distale 22q mais non une délétion 22q confirmerait qu’il s’agit là du gène causatif. Toutefois, cette approche pourrait être difficile en raison du phénotype assez peu spécifique de ce syndrome. 
     L’analyse des séquences impliquées dans la translocation n’a mis en évidence aucune des caractéristiques connues pouvant être directement responsables de la translocation. Il n’existe pas d’homologie entre les deux régions. Aucune séquence répétitive n’est présente à ou autour du point de cassure sur le chromosome 12 ou 22. Il n’existe pas de concentrations inhabituellement élevées de nucléotides AT ni de résidus purine/pyrimidine alternants susceptibles de prédisposer aux réarrangements. La seule caractéristique unique de cette translocation est la séquence de 5 bp , CTG(C/A)C, présente sur les chromosomes 12 et 22 au point de cassure  (fig. 2). La présence de courts motifs de séquence communs aux sites de réarrangement d’autres translocations constitutionnelles réciproques a été rapportée (Giacalone and Franke 1992; Nothwang et al. 2000). Nos résultats renforcent l’hypothèse selon laquelle la machine recombinante reconnaît l’alignement de deux molécules d’ADN ayant une petite région d’homologie de séquence.  
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