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PIP2 : phosphatidyl-inositol-diphosphate 

PI(4,5) P2 : phosphatidylinositol 4,5-diphosphate 

PI(3,4,5)P3 : phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate 

QI : quotient intellectuel 

q-PCR : PCR quantitative 

R2 
: coefficient de détermination 

Rho-GAP: Rho GTPase activating protein 

RHS: right hybridizing sequence 

RPO: right probe oligo 

RT-MLPA: Reverse transcription-MLPA 

S2 
: variance 

SA : semaines d'aménorrhées 

SA-PE: Streptavidine-Phycoérythrine. 

SNP : Single nucleotide polymorphism 

T: témoin 

T° : température 

TGN: trans Gogli network 

Tm : melting temperature 

Tot: total 

v/v : volume/volume 
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INTRODUCTION 
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Le syndrome oculo-cérébro-rénal de Lowe (OCRL) est une maladie génétique rare se 

transmettant sur le mode récessif lié à l'X. Ce syndrome est décrit pour la première fois en 

1952 par Lowe et se caractérise par 3 signes cardinaux : un retard du développement 

psychomoteur, une cataracte congénitale bilatérale et une tubulopathie complexe de type 

syndrome de Fanconi. La maladie de Dent est une tubulopathie proximale héréditaire très rare 

liée à l'X, révélée dans l'enfance ou à l'âge adulte par une protéinurie tubulaire et pouvant 

évoluer vers une lithiase urinaire calcique, une néphrocalcinose et une insuffisance rénale 

chronique. Les mutations du gène OCRLI ont été associées avec ces deux pathologies mais 

plus généralement avec OCRL. Le gène OCRLI code pour une phosphatidylinositol-4,5-

diphosphate 5-phosphatase. Bien que plus de 150 mutations aient été déjà décrites, seulement 

5% sont des délétions exoniques. De surcroît, aucune duplication, homogène ou en mosaïque, 

n'a été encore à ce jour décrite dans les deux pathologies. De nombreuses techniques 

pennettent de détecter les différents réarrangements du gène OCRLI, utiles pour le diagnostic 

et le conseil génétique de ces maladies. Toutefois, ces techniques présentent souvent de 

nombreux inconvénients limitant leur utilisation. En 2002, Schouten décrit pour la première 

fois la technique de Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification ou MLP A, technique 

simple et rapide de quantification génique en multiplex. La MLP A s'est très rapidement 

imposée comme méthode de choix pour la mise en évidence des délétions ou duplications de 

nombreux gènes. Malheureusement, aucune trousse commerciale n'était à ce jour disponible 

pour l'étude par MLPA d'OCRLI. Ainsi, l'objectif de ce travail a été dans un premier temps 

de mettre au point une technique MLP A spécifique du gène OCRLI. Validée, notre technique 

a été ensuite appliquée à l'étude d'une série de patients présentant un tableau clinique 

évocateur du syndrome de Lowe mais chez lesquels l'analyse par séquençage du gène OCRLI 

s'était révélée non contributive. 
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1. Le syndrome de Lowe et la maladie de Dent: Description clinique. 

1.1. Le syndrome oculo-cérébro-rénal de Lowe 

Le syndrome oculo-cérébro-rénal (OCRL, OMIM # 309000) a été décrit pour la 

première fois en 1952 par Lowe chez 3 garçons non apparentés présentant une cataracte, un 

retard mental, un rachitisme vitamino-résistant et une aminoacidurie [Lowe et al. 1952] 

(Figure 1 ). Le syndrome de Lowe est caractérisé par une atteinte essentiellement oculaire, 

cérébrale et rénale. Cette pathologie est rare dans toutes les populations. Sa prévalence est 

estimée de l'ordre de li 500 000 [Loi 2006]. 

Figure 1 : Photographie d ' enfants atteints du syndrome de Lowe (Association Syndrome de Lowe, 
FRANCE, www.syndrome-lowe.org) 
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L'évolution du syndrome de Lowe se fait habituellement en trois phases. La phase 

initiale néonatale est caractérisée par les manifestations ophtalmologiques et généralement 

associée à une hyperaminoacidurie asymptomatique et une protéinurie. La deuxième phase, 

qui débute au cours de la petite enfance, regroupe des anomalies métaboliques sévères liées au 

syndrome rénal de Fanconi et est accompagnée fréquemment d'un rachitisme, parfois 

responsable d'un fort retentissement sur le développement moteur. Durant la troisième phase, 

ou phase dite de stabilisation, les symptômes observés sont classiquement liés aux séquelles 

des deux phases précédentes incluant la cécité, le handicap moteur et l'insuffisance rénale 

souvent sévère à partir de l'âge adulte [Loughead et al, 1992]. 

L'espérance de vie dans le syndrome de Lowe est de l'ordre de 20 à 40 ans. Le patient le 

plus âgé jamais décrit est décédé à l'âge de 54 ans [Loi 2006]. Les causes de la mort dans les 

premières années de vie sont principalement liées aux troubles rénaux, à l'hypotonie et aux 

infections intercurrentes (respiratoires et intestinales principalement). Plus tardivement, des 

causes telles que l'épilepsie, les maladies respiratoires et l'insuffisance rénale chronique sont 

les plus fréquemment impliquées [Loi 2006]. Compte tenu d'une meilleure prise en charge 

médicale, l'espérance de vie des enfants nés ces vingt dernières am1ées s'est considérablement 

améliorée mais est encore très difficile à estimer précisément. 

• Atteinte oculaire 

Les signes oculaires sont les plus précoces et les plus constants. La cataracte congénitale 

présente dans 1 OO % des cas est en règle générale bilatérale et totale, associée à une acuité 

visuelle faible. Le moment de la mise en place du traitement est crucial pour le 

développement visuel de ces enfants. Une chirurgie précoce est donc à envisager. Toutefois 
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malgré cette mesure de correction, l'acuité visuelle est rarement supérieure à 211 oèmc et 

l 'aphakie résultant de la chirurgie, nécessitera le port de lunettes. 

De plus un glaucome bilatéral est décrit dans 50 % des cas et peut en l'absence de contrôle 

et de traitement majorer le handicap visuel du patient. D'autres manifestations 

ophtalmologiques ont été signalées : l'enophtalmie, l'apparition de tissu cicatriciel sur la 

cornée (chéloïde) chez environ 25 % des patients, un strabisme et un nystagmus. 

Il est important de noter aussi que classiquement, les femmes conductrices pour le 

syndrome de Lowe ont des opacités punctiformes isolées au niveau du cortex cristallinien 

révélées à la lampe à fente sans conséquences sur la vision (figure 2). 

Figure 2. Opacités cristalliniennes observées chez les femmes conductrices du syndrome de Lowe. 

• Atteinte rénale 

La fonction tubulaire rénale anormale fait partie de la triade clinique à partir de laquelle 

est établi le diagnostic de syndrome de Lowe. Les anomalies rénales les plus importantes dans 

le syndrome de Lowe sont en rapport avec un dysfonctionnement tubulaire de type syndrome 

de Fanconi, qui contrairement à la cataracte, apparaît plus tardivement après la naissance. 

Les anomalies clinico-biologiques associées à ce tableau rénal sont nombreuses et 

complexes, on retrouve notamment [Chamas et al. 1991, Chabaa et al. 2006] une protéinurie 

tubulaire modérée constante avec une acidose métabolique, une hypophosphatémie avec 
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phosphaturie élevée et une hyperaminoacidurie généralisée aggravant la perte des phosphates 

urinaires [Hollerman and Calcagno, 1968]. 

Cette atteinte rénale est assez variable en intensité et ne justifie pas toujours un traitement 

[Charnas et Nussbaum, 1995]. Le traitement rénal du syndrome de Lowe est purement 

symptomatique. Il vise à améliorer les anomalies métaboliques secondaires au syndrome de 

Fanconi et consiste traditionnellement en l'association d'une alcalinisation orale (correction de 

l'acidose) et de l'administration de vitamine D et de phosphate (prévention du rachitisme). 

Toutefois, le développement à long terme d'une insuffisance rénale tenninale pose la question 

de la dialyse et d'une éventuelle transplantation. 

• Atteinte du système nerveux 

Le système nerveux central et le système nerveux périphérique sont atteints dans le 

syndrome de Lowe. 

L'hypotonie néonatale est constante. Elle peut avoir des conséquences graves sur la 

fonction respiratoire, sur le développement staturo-pondéral (troubles de la succion et de la 

déglutition) mais aussi sur le développement moteur [Loi 2006]. Généralement, les enfants 

acquièrent la marche après l'âge de 3 ans [Loi 2006]. L'amélioration de l'hypotonie est lente 

avec l'âge et nécessite une prise en charge par kinésithérapie. 

Les enfants atteints de syndrome de Lowe présentent le plus souvent une déficience 

intellectuelle modérée (QI entre 40-54). Environ 10 % des patients auraient toutefois une 

intelligence normale ou sub-nonnale [Kenworthy et al. 1993]. 

Les troubles du comportement sont aussi particulièrement fréquents(> 80 %) [Kenworthy 

et Chamas, 1995] caractérisés entre autres par des accès de colère, une irritabilité et un 

comportement agressif [Kenworthy et al. 1993]. Une thérapie comportementale peut s'avérer 
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efficace, mais parfois non suffisante et un traitement médical est alors indispensable 

[Kenworthy et Chamas, 1995]. 

Enfin, 50% des enfants vont présenter des convulsions, débutant avant l'âge de 6 ans. Ces 

crises convulsives répondent habituellement bien au traitement par benzodiazépines [Loi 

2006]. L'électroencéphalogramme est généralement non spécifique [Chamas et al. 1988 ; 

McSpadeen et al. 1991] 

• Autres atteintes 

Par ailleurs d'autres atteintes peuvent être retrouvées dont une dysmorphie faciale 

associant des bosses frontales, un aspect de macrocrânie, des oreilles grandes et décollées et 

un rétrognatisme [Lowe et al. 1952]. On observe également des atteintes musculo-

squelettiques, dentaires, génitales, cutanées, digestives, biologiques et hématologiques dont 

une anémie microcytaire (1/3 des cas), une anémie hémolytique auto-immune (4%), et des 

accidents hémorragiques (16 %) [Baujat 2005, communication personnelle]. 
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1.2. La maladie de Dent 

La maladie de Dent très rare de transmission récessive liée à l'X (Dent 1, MIM # 300009), 

se révèle dans l'enfance ou à l'âge adulte et se caractérise par un dysfonctionnement de 

l'épithélium tubulaire rénal. La symptomatologie observée est en rapport avec un défaut de 

réabsorption des solutés filtrés. Les anomalies caractéristiques sont une protéinurie de bas 

poids moléculaire et d'autres signes du syndrome de Fanconi comme la glucosurie, 

l'aminoacidurie, la phosphaturie et une insuffisance rénale chronique vers l'âge de 30-40 ans 

[Dent, 1964; Wrong et al. 1994; Thakker, 2000]. Fréquemment, on retrouve aussi une 

hypercalciurie associée à une néphrocalcinose et des lithiases rénales, symptômes plus 

rarement observés dans le syndrome de Lowe. Les patients ne présentent pas de 

manifestations extra-rénales mis à part un rachitisme pour une minorité d'entre eux, 

conséquence probable de l'hypophosphatémie par perte rénale [Hoopes et al. 2005]. 

Le diagnostic clinique du syndrome de Lowe était auparavant sans équivoque de même 

que celui de la maladie de Dent. A ces deux entités cliniques se sont ajoutés d'autres patients 

au phénotype «incomplet» c'est-à-dire ne présentant pas l'ensemble des symptômes 

cliniques caractéristiques (exemple : absence de cataracte congénitale mais présence de la 

tubulopathie et d'un retard psychomoteur) [Satre 2007]. Alors que 60% des patients atteints 

de la maladie de Dent présentent des mutations du gène CLCN5 (MIM #300008) codant pour 

le canal rénal chlore voltage dépendant ClC-5 [Lloyd et al. 1996, Hoopes et al. 2004], 20% 

ont une mutation du gène OCRLJ (MIM #300535) [Hoopes et al. 2005]. Ces patients 

présentent alors un phénotype Dent-like (Dent 2 disease, MIM #300555) décrivant un tableau 

clinique intennédiaire entre le syndrome de Lowe et la maladie de Dent [Bokenkamp et al. 

2009] faisant évoquer la possibilité d'un continuum entre ces deux pathologies [Satre 2007]. 
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2. OCRLl 

2.1. Le gène OCRLJ 

Le gène OCRLI, responsable du syndrome de Lowe est localisé sur le chromosome X 

en Xq25 [Silver et al. 1987] de la base 128501933 à la base 128554211 en partant du 

télomère du bras court du chromosome X (ENSG 00000122126), et est formé de 24 exons 

(figure 3 et annexe 1). Son transcrit de 5,2 kb est ubiquitaire. Le codon initiateur de la 

traduction « ATG » longtemps assigné au niveau de l'exon 2, est aujourd'hui plus 

justement localisé au niveau de l'exonl [Hyvola et al. 2006; Erdmann et al. 2007]. Ainsi, 

la partie codante s'étend des exons 1 à 23 avec un exon alternatif (18a) exprimé 

principalement dans les tissus neurologiques [Nussbaum et al. 1997] (annexe 2). 

Récemment, des mutations du gène OCRLI ont été également mises aussi en évidence 

dans la maladie de Dent [Hoopes et al. 2005]. 
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Figure 3: Représentation schématique du gène OCRLI . L'échelle de taille est respectée pour les exons et les introns. Les domaines 5-phosphatase, ASH 
et Rho-GAP sont représentés en rouge, bleu et violet respectivement. 
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2.2. La protéine OCRLl 

La protéine OCRLl (NP _000 267) composée de 901 acides aminés (figure 4) est une 

inositol 4,5-diphosphate 5-phosphatase de type II (MW = 103 226 kDa). 

1 MEPPLPVGAQPLATVEGMEMKGPLREPCALTLAQRNGQYELIIQLHEKEQHVQDIIPINS 
61 HFRCVQEAEETLLIDIASNSGCKIRVQGDWIRERRFEIPDEEHCLKFLSAVLAAQKAQSQ 
121 LLVPEQKDSSSWYQKLDTKDKPSVFSGLLGFEDNFSSMNLDKKINSQNQPTGIHREPPPP 
181 PFSVNKMLPREKEASNKEQPKVTNTMRKLFVPNTQSGQREGLIKHILAKREKEYVNI 
241 
301 
361 
421 
481 
541 
601 
661 
721 
7 81 
841 
901 

Figure 4 : Séquence de la protéine OCRLl. Le domaine 5-phosphatase est souligné en rouge, le 
domaine ASH de liaison est souligné en bleu, le domaine Rho-GAP est souligné en violet et un 
domaine de liaison à la clathrine souligné en jaune. Les séquences LIDLE, LIDIA et FEDNF, 
impliquées aussi dans la liaison à la clatlu·ine, sont soulignées. 

La protéine OCRL 1 est exprimée de façon ubiquitaire. Elle est localisée au niveau du 

réseau trans-golgien (Trans Golgi Network : TGN), des replis membranaires, dans les 

endosomes précoces ainsi qu 'au niveau des vésicules recouvertes de clathrine mais est 

absente dans les endosomes tardifs et les lysosomes [Olivos-Glander et al. 1995; Faucherre et 

al. 2003; Ungewickell et al. 2004; Choudhury et al. 2005; Erdmann et al. 2007]. 

Il existe deux isofonnes de la protéine qui sont générées par un épissage alternatif 

tissu-spécifique. L'isoforme OCRL 1-a (NP 000267) comportant 8 acides aminés 

supplémentaires (exon 18a), est majoritairement présente au niveau cérébral. L'isofom1e 

OCRLl-b (NP _001578), plus courte (sans l'exon 18a), s 'exprime de façon majoritaire dans 
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tous les tissus sauf le cerveau où elle est absente [Lowe, 2005). Le motif codé par l'exon 

alternatif est immédiatement adjacent à un site de liaison à la clathrine (acides aminés LIDLE 

en position 702) suggérant qu'il pourrait exister une différence d ' affinité entre ces deux 

isoformes pour la clathrine. Choudhury émet en 2009 l'hypothèse que seule } ' isoforme «a» 

serait impliquée dans les fonctions clathrine dépendantes de la protéine OCRLl [Choudhury 

et al. 2009). 

2.2.1. OCRLl : Structure et interactions protéiques 

De par sa structure, son activité et sa localisation, la protéine OCRLl joue un rôle 

central dans de très nombreux processus cellulaires. 

La protéine OCRL 1 s'organise en plusieurs domaines structuraux distincts, tous 

associés à une fonction individuelle donnée et spécifique (figure.5). 

LIDIA 

1 

FE ON F 

1 

LI O LE 

Figure 5. Représentation de la protéine OCRLl et des ses différemment domaines. 

2.2.1.1. Domaine 5-phosphatase et phosphoinositides 

L'activité catalytique de la protéine est supp01iée par un domaine central inositol 5-

phosphatase (résidus aminés 238 à 539). Les inositol 5-phosphatases sont des 

phosphoestérases qui hydrolysent le phosphate en position 5 du cycle inositol de différents 

messagers secondaires tels que les molécules lipidiques dérivées du phosphatidylinositol ou 

phosphoinositides (figure 6). 
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Figure 6 : Schéma d'un phosphoinositide. Les hydroxyles en positions 3, 4 et 5 sont déphosphorylés 
par des phosphatases spécifiques. 

Les phosphoinositides ont un rôle essentiel dans de nombreuses fonctions cellulaires. 

OCRLl, en hydrolysant préférentiellement le phosphatidylinositol 4,5-diphosphate (PI(4,5) 

P2) [Zhang et al, 1995] participe à la régulation de son taux cellulaire. Or, Je PI( 4,5)P2 est le 

précurseur de voies majeures de signalisation cellulaire comme la voie de la phospholipase C 

et de la phophoinositide 3-kinase [Whisstock et al,2002] mais joue aussi un rôle propre dans 

de multiples fonctions cellulaires (figure 7) et notamment dans la régulation de la dynamique 

d'assemblage du cytosquelette d'actine, du trafic membranaire et des canaux ioniques [Di 

Paolo et al. 2006]. 

Ro of Ptdb1s(4,5)P 2 at tho pl11$ma mo brano 

,. 
' ' ' . ' 
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~I :ransclvctlon 
DAG Ptdlns(3.4.5)P3 li'IS(1,4,S)P3 H 

1 Microtubda 
Cel Adiosion captu•e 

Figure 7 : Exemples de processus régulés par PI(4,5)P2 au niveau de la membrane plasmique. ECM : 
matrice extra-cellulaire; PI3K : PI(3) kinase. [Di Paolo et De Camilli , 2006] 

29 



En plus de son action préférentielle sur le Pl(4,5)P2, OCRLl a comme substrat le 

phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate PI(3,4,5)P3 (figure 8), un lipide de la membrane 

plasmique qui joue un rôle important dans l' activation de certains facteurs impliqués dans le 

trafic membranaire. [Lowe, 2005]. 

Par son action directe sur ces différents phosphoinositides signalétiques, OCRLl 

pa1ticipe et contrôle indirectement tous les processus cellulaires médiés par ces messagers 

secondaires. 

Ins(1,4,5)P3 
9~ ... ~ 

. .... rQ ... r~·~DAG 
Pl(3,4)P2 ~ ~ 
r~ ... r~ :. Pl(4,~P2 

r~ ~ PI(4)P 

PI 

Figure 8 : Métabolisme partiel des phosphatidylinositol. P : phosphate ; PI : phosphatidylinositol ; 
P : phosphate; Ins(l,4,5)P3 : inositol-1 ,4,5-triphosphate ; DAG : diacylglycérol. Les réactions 
catalysées par OCRL 1 sont indiquées par une flèche rouge. 

2.2.1.2. Extrémité C-terminale : domaines ASH et Rho-GAP 

En plus de son domaine central 5-phosphatase, la protéine comprend 2 autres 

domaines à son extrémité C-terminale: un domaine ASH (ASPM (abnormal spindle-like 

microcephaly-associated protein)/SPD2 (spindle pole body 2)/hydin) récemment identifié 

(résidus aminés 564 à 678) [Ponting et al 2006 ; Licheter-Konecki et al. 2006 ; Erdmann et al. 

2007] et un domaine Rho-GAP (Rho GTPase §.Ctivating grotein) C-terminal catalytiquement 

inactif (résidus aminés 679 à 901 ). 
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~ Domaine Rho-GAP et interactions protéiques 

Par l'intermédiaire de son domaine de type Rho-GAP, OCRLl se lie à des protéines 

RhoGTPases, dont Racl et Cdc42, qui appartiennent à la superfamille des protéines Ras ou 

petites protéines G, acteurs majeurs de la signalisation moléculaire intracellulaire. Ces 

protéines G (G car elles fixent un nucléotide guanylique : GDP ou GTP) pem1ettent la 

transduction d'un signal transmis par des récepteurs membranaires à différents effecteurs 

intracellulaires. Schématiquement, les GTPases peuvent être considérées comme des 

interrupteurs moléculaires : en fonction de leur état d'activation, le signal sera ou non 

transmis aux effecteurs. L'état d'activation de ces protéines est lié au nucléotide guanylique 

fixé : inactif avec le GDP, actif avec le GTP (figure 9). 

Stimulus 

-
P S 1 

Réponse 

Figure 9 : Le cycle simplifié des GTPases. Les GTPases passent d'un état inactif lié au GDP à un état 
actif lié au GTP. Ces changements d'état sont régulés par les facteurs d'échange du nucléotide 
guanylique (GEF) et les protéines GAP. 

Brièvement, les protéines avec un domaine GAP (comme OCRLl) participeraient au 

retour à la forme inactive [Menager 2003] des GTPases en hydrolysant le GTP en GDP [Peck 

et al. 2002], arrêtant ainsi la transmission du signal. Par le biais de ce domaine Rho-GAP et 

particulièrement Racl-GAP, OCRLl pourrait notamment avoir un rôle important sur la 

dynamique de l'actine, Racl stimulant l'assemblage de l'actine sous sa forme active. 
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Cependant, il semblerait que la région Rho-GAP d'OCRLI soit dépourvue d'activité 

catalytique et donc de réel rôle sur l'activation des GTPases. Ce domaine servirait 

principalement à lier Racl et Cdc42 et ainsi adresser correctement OCRLl au niveau du TGN 

et des membranes endocellulaires où sont localisés ces deux protéines [Faucherre et al. 2003 ; 

Faucherre et al. 2005 ; Lichter-Konecki et al. 2006 ; Erdmann et al. 2007]. 

Ce domaine faciliterait aussi d'autres interactions protéine-protéine et notamment avec 

les protéines Arf (Arfl et Arf 6 principalement), d'autres membres de la famille des petites 

protéines G. Ces protéines, localisées au niveau du TGN seraient directement impliquées dans 

la voie de signalisation du PI( 4,5)P2. Cette interaction semble primordiale pour la fonction 

normale de la protéine OCRLl [Lichter-Konecki et al, 2006]. 

Enfin, il semble que le domaine Rho-GAP soit essentiel pour l'activité phosphatase de 

la protéine [Lichter-Konecki et al, 2006]. 

>- Domaine ASH et protéines Rab 

Le domaine ASH de la protéine OCRLl interagit avec les protéines Rab, 

principalement avec Rabl et Rab6, autres GTPases de la famille Ras, situées au niveau du 

Golgi et impliquées entre autres dans les voies d'endocytose et de sécrétion des protéines, 

ainsi que dans la dynamique du cytosquelette d'actine et des microtubules [Goud, 2002]. Cette 

liaison aux protéines Rabl et Rab 6 est essentielle pour l'adressage correct d'OCRLl au 

niveau de l'appareil de Golgi et aurait également un effet in vitro sur son activité 5-

phosphatase [Hyvola et al, 2006]. 

Enfin, une région située entre le domaine ASH et RhoGAP interagirait avec APPLl 

(adaptor protein, phosphotyrosine interaction, PH domain and leucine zipper containing 1), un 

autre effecteur des protéines Rab et notamment de Rab 5 [Erdmann et al. 2007]. Rab5 est 
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principalement située au niveau des endosomes et est impliquée dans !'endocytose [Goud, 

communication orale, 2005]. Cette interaction permettrait ainsi l'adressage correct d'OCRLl 

au niveau des endosomes [Erdmann et al. 2007]. 

2.2.1.3. Domaines de liaison à la clathrine 

Plusieurs sites de liaisons aux chaînes lourdes de la clathrine ont été identifiés. 

Un premier site de liaison a été identifié en C-terminal de la protéine composé par la 

séquence consensus des boîtes clathrine de type I (séquence LIDLE) (résidus 701 à 705) ainsi 

qu'un nouveau site décrit en N-tenninal représenté par la séquence LIDIA (résidus 73 à 77) 

[Choudhury 2009]. 

Il existe également un autre domaine indispensable pour la liaison à la clathrine situé 

entre le domaine catalytique et le domaine ASH mais ne comporte pas à ce jour de motifs de 

liaison connus [Choudhury et al, 2005]. 

Enfin, à l'extrémité N-terminal on retrouve le motif FEDNF (résidus 130 à 134) 

responsable de la liaison avec l'adaptateur de la clathrine AP-2, protéine intervenant dans 

l'assemblage de la clathrine [Ungwickell et al. 2004]. 

Les différentes interactions protéiques d' OCRL 1 sont résumées figure 10. 
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En résumé, la protéine OCRLl , par son activité phosphatidylinositol 5-phosphatase, sa 

localisation et ses interactions avec de très nombreux effecteurs cellulaires, a un rôle crucial 

dans de très nombreux processus cellulaires comme l' endocytose clathrine-dépendante, la 

régulation du transport vésiculaire entre le TGN et les endosomes (figure 11) et la régulation 

du cytosquelette d'actine [Suchy et al. 2002 Choudhury et al. 2005 ; Lowe et al. 2005 ; 

Erdmann et al. 2007]. 

, CCP 
AP-2 

Figure 11. Localisation et implication d 'OCRLl dans le trafic vésiculaire. (RE) endosomes de 
recyclage; (LE) endosomes tardifs ; (CCV) vésicules recouvertes de clathrine ; (CCP) puits recouverts 
de clathrine ; (EE) endosomes précoces ; (TGN) trans-golgi network. [Ooms et al. 2009] 
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Il est alors simple de comprendre que son déficit peut désorganiser complètement les 

cellules et avoir ainsi des conséquences très délétères sur leur fonctionnement. 

La majeure partie des patients atteints de syndrome de Lowe présente soit une absence 

de transcrit OCRLJ [Attree et al, 1992], soit une perte ou une diminution significative de 

l'activité 5-phosphatase [Lin et al, 1997], suggérant que la perte de fonction d'OCRLl est 

bien responsable du syndrome. 

Cette absence de protéine fonctionnelle va engendrer de nombreuses anomalies 

cellulaires. Chez les patients atteints du syndrome de Lowe, il a été en effet rapporté : 

une accumulation du phosphatidylinositol 4,5-diphosphate (PI( 4,5)P2) et un 

déséquilibre des autres phosphoinositides [Loi 2006]. 

une altération de la voie d'endocytose médiée par la clathrine [Berridege et al. 1989]. 

un cytosquelette d'actine défectueux, acteur très important pour la fonnation et le 

fonctionnement adéquat des jonctions serrées dans les cellules épithéliales rénales 

mais également dans la différenciation du cristallin [Suchy 2002]. 

une altération du trafic vésiculaire [Suchy et al. 1995]. 

un relargage extracellulaire des enzymes lysosomales qui vont altérer les cellules en 

contact [Chabaâ et al. 2006] 

Malgré cela, la physiopathologie de la maladie reste mal comprise. Les connaissances 

actuelles ne permettent pas d'expliquer complètement les conséquences du déficit 

enzymatique et donc le phénotype de la maladie, notamment la spécificité d'organes. 

L'hypothèse de compensation du déficit d'OCRLl par une enzyme de même spécificité 

comme l'INPP5B dans les autres tissus (inositol polyphosphate-5-phosphatase de 75kDa) 

n'est pas suffisante [Satre 2007]. De plus, rien aujourd'hui n'explique les variations 

phénotypiques observées entre les patients atteints de syndrome de Lowe et ceux atteints de 

maladie de Dent 2. 
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5· 

3. Description et répartition des mutations d'OCRLJ dans le syndrome de 

Lowe et la maladie de Dent 2. 

Environ 150 mutations du gène OCRLJ ont été décrites dans le syndrome de Lowe. La 

grande majorité de ces mutations est des mutations non-sens, faux sens, des délétions ou 

insertions de quelques nucléotides et des mutations au niveau des sites d' épissage [Leahey et 

al, 1993; Lin et al , 1997; Lin et al 1998 ; Kawano et al. 1998 ; Kubota et al. 1998 ; Satre et al. 

1999; Monnier et al. 2000; Addis et al. 2004]. 
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Figure 12 : Représentation des mutations décrites dans la littérature du gène OCRLJ ( cDNA) dans le 
syndrome de Lowe (haut) et la maladie de Dent (bas). Les mutations sans décalage du cadre de lecture 
correspondent aux mutations faux sens et aux délétions en phase ; les mutations tronquantes regroupent les 
mutations non sens, les délétions et inse1iions avec décalage du cadre de lecture. 

Comme le montre la figure 12, les mutations faux-sens sont principalement situées au 

niveau du domaine catalytique de la protéine. Inversement les mutations tronquantes (non 

sens, ins/del) sont plutôt décrites au niveau des domaines ASH et Rho-GAP de la protéine. 
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Très peu de délétions génomiques ont été décrites dans la littérature [Lin et al. 1997; 

Monnier et al. 2000; Peverall et al.2000; Addis et al. 2007]. Elles ne représentent que 5 % des 

mutations responsables du syndrome de Lowe et seulement 3 patients ont été rapportés avec 

une délétion complète du gène OCRLJ [Peveral et al. 2000, Satre 2007 ; Addis et al. 2007]. Il 

est également intéressant de noter que ces délétions se repartissent majoritairement au niveau 

de l'extrémité 5' du gène [Lin et al. 1998; Monnier et al. 2000]. 

Etant une maladie récessive liée au chromosome X, seuls les hommes sont 

classiquement atteints. Néanmoins, de très rares cas chez des femmes porteuses d'une 

translocation X-autosomes ont été décrits [Hodgson et al. 1986; Mueller et al. 1991]. Plus 

récemment, une femme atteinte avec une délétion de 8 paires de bases au niveau de l'exon 14 

a été identifiée, avec un caryotype normal associé à un biais complet d'inactivation (ou 

lyonisation) du chromosome X [Cau et al. 2006]. 

Comme pour toutes les pathologies de transmission récessive liée à l'X et incompatible 

avec la procréation chez les garçons, les mères des patients atteints sont conductrices dans 2/3 

des cas. Ces mutations sont généralement présentes de façon homogène. Toutefois dans 4 à 

5% des cas, des mutations en mosaïque, genninales et/ou somatiques, ont été observées 

[Monnier et al. 2000]. Ces données doivent être prises en compte lors du conseil génétique 

notamment chez les mères de cas sporadique retrouvées non conductrices. 

Dans la maladie de Dent, les mutations du gène OCRLJ ont été retrouvées chez 

seulement 10-20% de patients atteints [Hoopes et al. 2005]. Seulement 16 mutations 

d'OCRLJ ont été à ce jour décrites et identifiées comme responsable de la pathologie [Hoopes 

et al. 2005 ; Utsch et al. 2006 ; Sekine et al. 2007]. Il semblerait que contrairement au 

syndrome de Lowe, la majorité des mutations d' OCRLJ décrites dans la maladie de Dent soit 

plutôt située au niveau de l'extrémité 5' du gène. Une seule délétion génomique a été 

répertoriée [Satre 2007]. 
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Ces données suggèrent que les délétions exomques ne sont pas des mécanismes 

fréquents des mutations dans le syndrome de Lowe et la maladie de Dent (figure 13). 

A ce jour, aucune duplication, ni délétion génomique en mosaïque n 'a été identifiées 

dans les deux pathologies. 

5% 5% 

22% 

Ill m utat ions fa U>< s ens 

D deletions en phase 

43% • mutations non sens 

• ins/del 

•mutations dépiss age 

D délétions génomiques 

Figure 13: Distribution des mutations d'OCRLJ décrites dans la littérature. A. Dans le syndrome de 
Lowe B. Dans la maladie de Dent. 

3.1. Corrélation génotype-phénotype 

Il existe une grande variabilité d 'expression de la maladie ce qm suggère des 

corrélations entre la nature du variant moléculaire et le phénotype clinique ou biologique. 

Chez les patients atteints de syndrome de Lowe aucune mutation n'a été décrite en 

début de gène (avant l'intron 7). Par contre pour les patients atteints de maladie de Dent, des 

mutations ont été identifiées dans cette première partie du gène. Cependant dans la maladie de 

Dent, des mutations ont également été identifiées en fin de gène et au niveau du site 

catalytique, il est donc difficile d'établir une relation entre la position de la mutation dans le 

gène et les conséquences phénotypiques [Satre 2007 ; Baujat 2005] 

Le type de mutations ne semble pas non plus influencer le phénotype en faveur d 'une 

ou l'autre pathologie [Satre 2007 ; Baujat 2005]. 
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En somme, la nature de la mutation ne pennet pas de déterminer quel va être le 

phénotype [Satre 2007] comme cela a pu être démontré dans d'autres pathologies comme la 

dystrophie musculaire de Duchenne et de Becker [Monaco et al. 1988]. Une même mutation 

peut être responsable d'un syndrome de Lowe ou d'une maladie de Dent [Satre 2007]. Ceci 

complique le conseil génétique en particulier pour le diagnostic prénatal, les deux maladies 

ayant un retentissement médico-social très différent, elles nécessiteront alors une prise en 

charge de la grossesse différente et adaptée. 
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4. Syndrome de Lowe et maladie de Dent : stratégie diagnostique. 

La première démarche du diagnostic est avant tout clinique. Les signes cliniques 

évocateurs (tubulopathie, cataracte congénitale, hypotonie / retard du développement 

psychomoteur) doivent orienter le clinicien vers l'une une l'autre des deux pathologies. 

Toutefois, le phénotype peut être complexe et incomplet et nécessitera dans tous les cas une 

confirmation du diagnostic clinique par une analyse moléculaire du gène OCRLJ. 

4.1. Diagnostic moléculaire 

Actuellement, la stratégie du diagnostic moléculaire du syndrome de Lowe repose en 

première intention sur la recherche des mutations par séquençage du gène d' OCRLJ 

généralement effectuée à partir d'ADN extrait des leucocytes sanguins. 

Chez un garçon, cette approche pennet de mettre en évidence une mutation dans 95 % des 

cas [Monnier et al. 2000] y compris les délétions génomiques, le gène OCRLJ n'étant présent 

qu'en un seul exemplaire chez un homme. 

De la même façon que pour un homme, le diagnostic exceptionnel du syndrome de Lowe 

chez une fe1mne [Hodgson et al. 1986 ; Cau et al. 2006] avec une clinique évocatrice se fera 

par séquençage du gène OCRLJ en première intention. Mais du fait de la présence de deux 

chromosomes X et donc de 2 copies du gène OCRLJ, la mise en évidence des délétions sera 

plus compliquée que chez un homme et nécessitera des techniques complémentaires. 

A noter aussi que pour diagnostiquer de possibles mosaïques germinales et 

somatiques, une étude des cellules urinaires, de même origine embryonnaire que les cellules 

germinales, est alors intéressante [Satre 2007]. 
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La démarche diagnostique dans le syndrome de Dent est relativement similaire si ce n'est 

que l'étude du gène OCRLJ ne sera réalisée qu'en seconde intention après une analyse 

négative du gène CLCN5. 

4.2. Autres approches diagnostiques 

En absence d'identification de mutation sur l' ADN génomique, l'étude peut être complétée 

par l'analyse des transcrits et/ou le dosage de l'activité protéique d'OCRLl ainsi que par le 

dosage protéique d'OCRLl par Western Blot à partir d'extraits protéiques provenant d'une 

culture de fibroblastes. 

La mesure de l'activité enzymatique reste la technique diagnostique de référence pour 

affinner le diagnostic de syndrome de Lowe. Elle permet aussi de confinner ou infinner un 

diagnostic lorsqu'aucune mutation n'a été identifiée, et en prénatal, lorsque la recherche de 

mutation n'a pu être effectuée. L'activité est mesurée en analysant la quantité de 

phosphatidyl-inositol-4,5 diphosphate (PIP2) transfonné par minute et par mg d'extrait 

cytoplasmique. 

D'une façon générale chez les patients atteints de syndrome de Lowe ou de maladie de Dent 

l'activité résiduelle d'OCRLl est inférieure ou égale à 10 - 15 % de l'activité nonnale [Hoopes 

et al. 2005 ; Lin et al. 1997 ; Lichter-Konecki et al. 2006]. Cette activité résiduelle pourrait 

être le reflet d'une activité 5-phosphatase supportée par une autre protéine à activité 

phosphatase, comme par exemple l'INPP5B. 

Contrairement au dosage de l'activité enzymatique ou à l'analyse de la protéine OCRLl 

par Western blot, la quantification des transcrits ne permet ni d'affinner ni d'éliminer un 

diagnostic de syndrome de Lowe [Satre 2007]. Par contre, la recherche de mutations de la 
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région codante peut s'effectuer dans un premier temps sur cet ARNm et permettre le 

diagnostic. 

Mais, ces 3 types d'analyses requièrent obligatoirement de travailler à partir d'une culture 

de fibroblastes, pas toujours accessible. De plus, la mesure de l'activité phosphatase d' OCRLJ 

reste une technique extrêmement lourde et coûteuse car elle emploie encore aujourd'hui des 

réactifs radioactifs limitant de ce fait son utilisation. 

4.3. Diagnostic prénatal 

Le diagnostic prénatal ne sera réalisé que dans un contexte familial avéré et que si le 

fœtus est de sexe masculin. Les moyens échographiques actuels ne permettent pas de 

diagnostiquer ou même de suspecter un syndrome de Lowe au stade fœtal. 

La recherche de la mutation familiale sera effectuée par séquençage del' ADN extrait à 

partir d'un prélèvement de villosités choriales (entre 11-13 semaines d'aménorrhées (SA)) ou 

à partir d'une culture de liquide amniotique (à partir de 15 SA). Le dosage de l'activité 

enzymatique peut être réalisé si l'analyse moléculaire est impossible. 

4.4. Dépistage des femmes conductrices 

Une fois le syndrome de Lowe diagnostiqué, il est impératif de proposer une étude 

familiale afin de détecter le statut de conductrice des femmes apparentées pour organiser un 

conseil génétique adéquat pour les futures grossesses. 

Auparavant, le statut de conductrice de ces femmes pouvait être détecté lors d'un examen 

ophtalmologique à la lampe à fente par la mise en évidence d'opacités ponctiformes 

caractéristiques [Gardner, 1976 ; Cibis et al.1986]. La sensibilité de dépistage de l'examen est 
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de l'ordre de 94 % [Lin et al. 1999; Roschinger et al. 2000] mais présente une spécificité 

moindre. Ainsi, ce test a été abandonné au profit de l'analyse génétique seule [Satre 2007 ; 

Baujat 2005 communication personnelle]. 

Le dosage de l'activité enzymatique ne permet pas le dépistage des femmes conductrices. 

L'inactivation au hasard du chromosome X est responsable d'une grande variation de l'activité 

enzymatique, dépendante de la proportion de cellules dans le prélèvement qui a inactivé le 

chromosome X porteur du gène OCRLJ nonnal [Lin et al. 1997]. 

Malgré la diminution de la quantité protéique observée chez les patients atteints du 

syndrome de Lowe et de la maladie de Dent, les mères des cas index ont une quantité 

protéique superposable à celle de témoins sains. Cette analyse ne se révèle donc pas pertinente 

pour déterminer le statut des mères conductrices [Satre 2007]. 

4.5. Détection des réarrangements génomiques : vers une nouvelle 

stratégie. 

Le séquençage du gène OCRLJ présente quelques limites notamment pour la détection 

dans certaines situations des petits réarrangements génomiques, telles que les duplications de 

même que les délétions chez les femmes et imposera l'utilisation de techniques 

complémentaires. La mise en évidence des ces petits réarrangements est importante à la fois 

sur le plan diagnostic du syndrome de Lowe et pour le dépistage du statut de conductrice des 

femmes apparentées à un patient porteur d'une délétion génomique. 

Jusqu'alors différentes techniques étaient utilisées pour mettre en évidence ces 

réarrangements du gène OCRLJ telles que le Southern blot, les études de liaison 

(haplotypage), l'étude du fragment jonction, la technique FISH (fluorescent in situ 

hybridation) ou la CGH-array (comparative genomic hybridization). 
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Mais ces techniques présentent chacune certains inconvénients : 

• Le Southern blot est une technique longue, coûteuse, d'interprétation difficile 

(artefacts) et qui nécessite une importante quantité d' ADN. 

• La technique FISH a une faible résolution (>20kb ), détecte difficilement les micro-

duplications, reste très onéreuse et peut nécessiter une étape préalable de culture 

cellulaire pour obtenir des chromosomes en métaphases. 

• Les études de liaison requièrent obligatoirement l' ADN des parents du patient atteints 

voire l' ADN des grands-parents et ne s'avèrent pas systématiquement informatives. 

• Les puces CGH-array utilisées en routine dans les laboratoires ne sont généralement 

pas assez résolutives (:=:; 1 OO kb) pour identifier aisément de petites délétions ou 

duplications exoniques. Des puces hautes résolutions ou dédiées au chromosome X 

pourraient constituer un outil performant de détection des petits réarrangements du 

gène OCRLI mais leur coût d'utilisation reste actuellement prohibitif. 

En 2002, Schouten décrit une technique de quantification, la MLPA (Multiplex Ligation-

dependent Probe Amplification) qui par son efficacité, sa simplicité et sa rapidité constitue un 

outil perfonnant pour la détection des délétions et duplications, homogènes et en mosaïque. 

La MLP A pourrait ainsi facilement se substituer aux autres techniques de quantifications 

géniques utilisées dans le diagnostic du syndrome de Lowe/maladie de Dent et dans le 

dépistage des femmes conductrices. Malheureusement, la société commerciale MRC-

Holland™ détentrice du brevet de la MLP A n'avait et n'a toujours pas développé à ce jour de 

trousse dédiée à l'étude du gène OCRLI. 
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Ainsi, l'objectif de l'étude (figure.14) était de mettre au point et de valider un kit 

« maison » MLPA afin de quantifier simplement le gène OCRLJ dans le syndrome de Lowe 

et la maladie de Dent. 

1 n Cl inique évocatrice Sd Lowe 

/ 
Homme 1 Femme (biais d'inactivation) 

,/ • 
1 PCR f Séquençage 1 1 Séquençage 1 

-l "' 
' - : 

" 
Dupl ications ? Délétion ? 

Délétion en mosaïque ? \ 

Dépistage des femmes conductrices 1 

~ / 
,~S-éq_u_e_n_ç_a_g_e~I 1 Délétion? 1 

Figure 14. Stratégie diagnostique du syndrome de Lowe et objectifs de l' étude. 
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Etude de liaison 

FISH, CGH-array 

MLPA® 
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S. Multiplex ligation-dependent probes amplification (MLPA) 

En 2000, était décrit par White, la MAPH (multiplex amplifiable probe hybridization), 

technique de détection de la variation et de quantification du nombre de copies de plusieurs 

exons simultanément. Cette technique nécessite des quantités d' ADN trop importantes (1 µg) 

pour certaines applications et s'avère rapidement beaucoup trop lourde techniquement. En 

2002, Schouten décrit pour la première fois une nouvelle méthode simple et rapide de 

quantification génique en multiplex, la MLP A. Elle se révèle rapidement très supérieure à la 

MAPH par sa plus grande facilité d'utilisation [Sellner et al. 2004]. Elle fut ensuite appliquée 

avec succès à l'analyse de multiples gènes pour lesquels les délétions ou les duplications sont 

:fréquentes [Taylor et al. 2003; Ro01ns et al. 2004] et dans de nombreuses situations 

différentes [Slater et al. 2003; Hogervorst et al. 2003]. La société MRC-Holland™ 

commercialise depuis plusieurs kits dans de très nombreuses pathologies, et contribue à sa 

très large diffusion et son utilisation en routine par les laboratoires de diagnostic. 

La MLPA est aujourd'hui la technique de choix pour la quantification des petits 

réarrangements génomiques. En effet, elle offre de nombreux avantages : 

Une grande sensibilité et une grande capacité de multiplexage Gusqu'à 45 loci). 

Une spécificité élevée car elle emploie deux oligonucléotides adjacents comme sonde. 

Une résolution supérieure à la FISH [Janssen et al. 2005]. 

Une utilisation de faibles quantités d' ADN (20 ng suffisent) provenant de tissus 

différents (sang, liquides amniotiques, trophoblastes, tissus paraffinés). 

Une rapidité de résultats (24-48h), compatible avec une utilisation en routine. 

Un coût moindre que la FISH ou la CGH-array. 
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5.1. Principe général 

Le principe est fondé sur une réaction de ligation de deux oligonucléotides adjacents, 

formant une sonde après leur hybridation à des séquences cibles spécifiques. 

Chaque sonde est ainsi composée de deux oligonucléotides [Schouten 2002] (figure 15) : 

un oligonucléotide synthétique court ou LPO (left probe oligo), composé d'une 

séquence spécifique de la cible à son extrémité 3' ou LHS (left hybrising sequence) et 

une séquence commune à l' une des deux amorces (primers) universelles de PCR en 

position 5 '. 

un oligonucléotide long ou RPO (right probe oligo) obtenu après clonage dans un 

vecteur (le phage Ml 3 par exemple), composé de trois séquences distinctes : une 

séquence spécifique de la cible à son extrémité 5' ou RHS (right hybrising sequence ), 

une séquence commune à l'une des amorces de PCR à son extrémité 3' et entre les 

deux précédentes une séquence non spécifique de taille variable appelée « stuffer », 

qui sert à différencier les amplifiats en fonction de leur taille. 

LPO : Left probe oligonucleotide RPO : Right probe oligonucleotide 

Reverse primer 
5· 

Fo1wanl primer 3' 5· 

/ 
LHS: Left hybridizing se<1uence RHS: Right hybridizing sec1uence 

Figure 15. Schéma et nomenclature conventionnelle d'une sonde MLPA selon Schouten 2002. 
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Sommairement, à partir de 5µ1 d'une dilution d'ADN (généralement à 50 ng/µl), est 

réalisée une étape de dénaturation, puis le mélange réactionnel initial contenant les différentes 

sondes est ajouté. La réaction d'hybridation est réalisée sur une nuit à une température de 

60°C. Les sondes hybridées sont ensuite incubées en présence d 'une ligase thermostable, et 

les produits de ligation ainsi formés sont amplifiés par PCR multiplex à l'aide d'amorces 

universelles. L'une des deux amorces est marquée par un fluorophore, permettant par la suite 

la détection des amplifiats après séparation électrophorétique sur un automate de séquençage. 

Les spectres obtenus ou électrophérogrammes sont représentés ci-dessous (figure. 16) : 

lA 

lB 
2 

Sondes 
contrôles 

5 

3 
6 

10 

7 

c 11-1' [ 

Sondes exons 
spécifiques 

Figure 16. Exemple d'électrophérogranune de MLPA (gène BRCAJ) . Chaque pic représente une 
sonde exon spécifique. Les pics surmontés d'un (c) (contrôle) représentent les sondes contrôles utiles 
pour la n01malisation. 

Chaque pic correspond au signal émis par une sonde spécifique d'une région d'intérêt, 

par exemple un exon. Clairsemées dans le spectre, on distingue les sondes dites contrôles ( c) 

ou de références, spécifiques de régions réputées constantes dans le génome humain et qui 

permettront de nom1aliser les signaux obtenus en fin d'analyse. 
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Figure 17. Principe général de la réaction de MLPA. 
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Les résultats sont ensuite analysés par un logiciel dédié (exemple Genemapper®, 

Applied Biosystems, Foster City, CA). Ces outils bioinformatiques permettent de visualiser 

facilement les profils obtenus, d' identifier les pics et de calculer les aires ou les hauteurs des 

différents pics représentés . 

Ces données seront par la suite indispensables pour permettre une quantification 

«numérique» relative des différents signaux entre eux. Mais d ' ores-et-déjà, il est possible de 

détecter les variations quantitatives. En effet, une différence relative de la hauteur ou surface 

d 'un pic indique une variation du nombre de copie de la séquence cible (figure 18). 

Patient 

Témoin JUl 
Figure 18. Profil MLPA obtenu chez un patient sain témoin et chez un patient avec une délétion (pic 
surmonté d 'une flèche). 

5.2. Contrôle de qualité 

Avant de procéder à la normalisation des signaux, différentes étapes de contrôles sont 

indispensables à une interprétation fiable et correcte des résultats. 

5.2.1. Quantité d' ADN 

Tout d'abord, un contrôle de la quantité d' ADN doit être utilisé pour la réaction car 

l ' intensité des pics est proportionnelle à la quantité de matériel génétique étudié. 
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Ainsi, si la quantité de matériel génétique est insuffisante, la grande majorité des pics sera 

confondue dans le bruit de fond rendant l'interprétation de l'analyse hasardeuse . 

A l'inverse, une quantité d 'ADN trop importante pourra entrainer une saturation du signal. 

Toutefois, cela semble moins gênant pour l'interprétation qu'une quantité trop faible d 'ADN. 

Ainsi, de façon systématique, sont incorporées au sein des kits commercialisés par MRC-

Holland, 4 sondes quantité d' ADN-dépendantes de tailles respectives de 64, 72, 76 et 82 

nucléotides (nt) . Le signal de ces sondes doit être à peine perceptible et confondu avec la ligne 

de base du spectre. En fonction de la quantité d' ADN ajoutée au mélange réactionnel, on 

observe une variation de l'intensité relative des signaux de ces 4 sondes comme le montre la 

figure 19. 

La quantité d' ADN mm1mum recommandée est de 50 ng d' ADN mais classiquement il 

convient de travailler avec 200 ng d' ADN pour assurer un signal de bonne qualité. 
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Figure 19. Intensité observée des signaux des sondes quantité ADN-dépendantes (cercle vert) en 
fonction de différentes quantités d'ADN (5, 10, 20,50 ng). Les sondes contrôles quantité d'ADN 
dépendantes sont entourées en vert. 
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5.2.2. Dénaturation/ Ligation 

Après ce premier contrôle, il est ensuite primordial de vérifier la qualité de l' étape de 

dénaturation et de ligation de la réaction. De la même façon que pour la quantité d'ADN, 

différentes sondes contrôles sont introduites dans le mélange, afin de s'assurer du bon 

déroulement des ces étapes clés. Trois sondes (88 , 92, et 96 nt) , toutes ligation-dépendantes, 

sont ajoutées au mélange réactionnel et permettent de contrôler l ' étape de ligation et 

dénaturation. On considère que la ligation est suffisante lorsque la hauteur des pics de ces 3 

sondes est à peu près équivalente à la hauteur des premiers pics du spectre. 

De plus, 2 des ces sondes (88 et 96 nt) s'hybrident spécifiquement à des séquences très 

riches en GC (îlots CpG). Ainsi , un signal suffisant des ces sondes témoigne d 'une bonne 

dénaturation de l 'ADN, notamment des régions les plus riches en GC. Ce paramètre est 

extrêmement imp01tant à prendre en compte. En effet, pour certains gènes, les premiers exons 

peuvent être extrêmement riches en GC et être ainsi difficile à dénaturer correctement. Si la 

dénaturation s 'avère insuffisante, l ' hybridation des sondes spécifiques des ces régions sera 

relativement moindre (car moins accessible) que celle des sondes dirigées contre des régions 

moins riches en GC. Le risque sera alors d'interpréter à tort la baisse du signal comme celui 

d'une délétion (faux positif) (figure 20). 

f "i\ i•TE .. ffu .flll . .,;L 
f r.l ;o::lNt > 

Figure 20. Influence de la dénaturation sur le signal des sondes spécifiques des régions riches en GC 
ou des îlots CpG. A. Dénaturation conecte. B. Dénaturation insuffisante. Les deux sondes contrôles 
de la dénaturation des régions riches en GC sont indiquées par les flèches vertes ; En rouge, sont 
indiquées les sondes spécifiques d ' exons (gène BRCA 1) très riches en GC. 
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5.2.3. Profil du spectre 

Enfin, il sera toujours primordial d'observer l'aspect général du spectre obtenu. Cette 

étape est utile pour détecter le phénomène du « sloping effect » ou effondrement du signal des 

sondes des plus courtes aux sondes plus longues, comme le montre la figure 21 ci -dessous. 

l 1 1i 1lll 11l 1111 • ..._._._.__ 

Figure 21. Représentation du sloping effect ou effondrement du signal. 

Cet effet va être très gênant pour la bonne normalisation des signaux et il impératif de le 

repérer afin d'éviter là encore des erreurs d'interprétation. Il peut être du à de nombreux 

facteurs comme une mauvaise qualité de l 'ADN, une dénaturation et/ou une hybridation 

insuffisantes, une efficacité de la PCR moindre pour les grands fragments , un mélange 

réactionnel non homogène, etc ... En présence de cet effet, l' interprétation devient quasiment 

impossible et il sera indispensable de renouveler la réaction soit dans sa totalité ou a minima à 

partir de l'étape de PCR. En cas de nouvel échec, on pouITa alors essayer de repurifier 

l 'échantillon par du phénol/chloroforme ou en dernier recours demander un nouveau 

prélèvement.. Du fait de la fréquence du « sloping effect », on tolère un effondrement du 

signal pour les derniers pics inférieur à 1/3 du signal des premiers pics. 
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5.3. Normalisation 

Afin de préciser numériquement les variations observées, on procédera à la normalisation 

des signaux des sondes. La normalisation consiste à comparer le signal de chaque sonde 

spécifique par rapport aux sondes contrôles ainsi que par rapport à un témoin sain. Au tenne 

de la normalisation, nous obtenons un ratio qui nous permet d 'apprécier le nombre « relatif » 

de copie de la région cible (figure 22). Théoriquement, si les deux copies attendues de la 

région d ' intérêt sont présentes, le signal de la sonde sera égal à 1. En cas, de délétion 

hétérozygote, le signal devrait être de 0,5 et pour une délétion homozygote de O. Pour une 

duplication (3 copies), le signal attendu est de 1,5. 

buplic:ation Normal 

Patient 

Tf.moiu 

}\ 

Délétion 
hétérozygote Délétion 

homozygote 

0 

! 

Figure 22. Exemples de variations du nombre de copie d 'une région cible et leur ratio respectif. 

Il y a une exception à cela pour les gènes situés sur les chromosomes sexuels chez les 

garçons. En cas de délétion le ratio sera égal à 0 et à 2 pour une duplication. En pratique, les 

valeurs observées oscillent plus ou moins autour de la valeur théorique. Ainsi, MRC-Holland 

considère comme ratios normaux des valeurs comprises entre 0,7 et 1,3. Ces valeurs seuils 

sont discutables en fonction du coefficient de variation (CV) des sondes utilisées dans le 

mélange et des possibles cas de mosaïcismes. 
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La normalisation des signaux peut être réalisée selon plusieurs méthodes plus ou 

moins sensibles et robustes, à sélectionner en fonction de chaque résultat (détails cf. Matériels 

et Méthodes, chapitre 4, p.75). A noter, que les méthodes de nom1alisation les plus robustes 

sont aussi les plus complexes et s'avèrent finalement peu utilisées. 

De façon , générale, l'aire sous la courbe est préférée pour les calculs. La hauteur des 

pics peut être aussi utilisée mais est plus sujette aux variations liées à la résolution des pics ou 

aux effets du type « sloping effect ». 

Dans tous les cas, il sera indispensable de comparer des échantillons provenant du même 

type tissulaire (échantillon de sang/échantillon de sang etc ... ) et dont l 'ADN a été extrait par 

des techniques similaires afin d'éviter des variations dans la qualité de l'ADN et améliorer la 

justesse de la technique. 

5.4. MLPA et mutations ponctuelles : détection et faux positifs. 

La technique MLP A permet également de détecter des mutations ponctuelles. Cette 

propriété est basée sur l'absence de ligation et donc d'amplification, des sondes lorsqu'il 

existe un mésappariement (mismatch) en 3' du site de ligation (figure 23). 

Mism atch 

M ismatch en 3 ' du site de ligation 

~ Pas de ligation. pas d "amplification --

1 ~ 1 

Perfect match 

~--/ 
Ligation des sondes d"oligonucleotides 

~ Amplification 

- \ 

Figure 23. Principe de détection des mutations ponctuelles par MLPA. 
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Cette propriété est employée pour la détection de certaines mutations ponctuelles 

connues par exemple dans la mucoviscidose. Toutefois, cette propriété peut conduire à des 

faux positifs lorsqu'un polymorphisme (SNPs) se situe fortuitement en 3' du site de ligation 

mimant ainsi une délétion de la région cible. Cet effet «indésirable» est d'autant plus fort 

que le polymorphisme est proche du site de ligation. Ce phénomène a été décrit pour des 

SNPs à distance maximum de 1 lnt du site du site de ligation. 

C'est l'inconvénient majeur de la MLPA [Harteveld et al. 2005] 

5.5. MLP A et mosaïques 

Actuellement, il est admis, de part sa grande sensibilité, que la MLP A peut détecter des 

mutations en mosaïque. 

Une faible variation de signal de l'ordre de 20% (0,2), correspondant à une délétion 

hétérozygote pour 40% des cellules, peut être détectée avec une très bonne fiabilité par la 

MLP A [Kozlowski et al. 2007 ; Zeng et al. 2008 ; Wimmer et al. 2006]. Les sondes étant 

plus ou moins sujettes à des variations de l'intensité de leur signal, la détection des mosaïques 

sera facilitée lorsque plusieurs sondes consécutives sont affectées par la mutation et si le 

coefficient des sondes est inférieur à 10%. 
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5.6.Variantes de la MLPA 

5.6.1. MLPA et sondes« entièrement synthétiques» 

La synthèse des sondes dérivées du clonage dans différents vecteurs est longue et 

fastidieuse. Pour pallier à cet inconvénient, la méthode a été simplifiée par l'utilisation 

d'oligonucléotides uniquement d'origine synthétique [Stem et al. 2004; White et al. 2004; 

Harteveld et al. 2005; Kozlowski et al. 2007] facilitant la synthèse des sondes à façon. Les 

sondes exclusivement synthétiques sont relativement similaires aux sondes issues du clonage 

mais sont généralement plus courtes ce qui limite le nombre de sondes par mélange. 

Sommairement, leurs principales caractéristiques (figure 24) et contraintes utiles à 

respecter pour leur modélisation sont : 

• La région spécifique (RHS et LHS) des sondes comprises dans la partie codante du 

gène cible. Il faut éviter toute homologie avec d'autres séquences non spécifiques. 

Toutefois, il est toléré une homologie avec des séquences de moins de 15nt et une 

température de fusion (Tm) inférieure à 30°C. 

• Une région cible sans polymorphismes (SNPs) pour éviter le risque de faux positifs. Si 

ce critère ne peut pas être respecté, il sera alors important de faire en sorte que les 

possibles SNPs soient très en amont du site de ligation. 

• Une taille minimum recommandée de 21 nt pour la partie spécifique de chaque 

oligonucléotide (RHS et LHS) afin d'assurer une bonne spécificité de la séquence. 

• La taille des sondes (amorces universelles comprises) est imposée par la limite des 

technologies de synthèse des oligonucléotides. Classiquement il est recommandé une 
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gamme de tailles entre 96-140 nucléotides. Les sondes plus longues auront un signal 

plus faible du à une qualité de synthèse médiocre et favoriseront l'apparition de 

phénomènes d'épaulements du pic compliquant alors l'analyse. L'utilisation de 

« stuffer » est recommandée pour atteindre plus aisément la taille choisie surtout 

lorsque les séquences cibles sont riches en GC. Toutefois, il semblerait que des 

« stuffers » trop grands puissent gêner stériquement l'hybridation des sondes [Stern et 

al.. 2004]. La taille finale des deux oligonucléotides d'une même sonde ne doit 

différer de plus de 20 nt mais ce critère n'est pas exclusif. 

• Un minimum de 4nt de différences entre les sondes d'un même mélange pour obtenir 

une résolution correcte lors de la séparation électrophorétique. Un maximum de 10 -

11 sondes par mix est donc possible sachant qu'il est recommandé un minimum de 5 

sondes pour éviter que les amorces en excès ne s' «auto-hybrident», faute de cible. 

• Environ 50 % de GC pour les séquences spécifiques de la région d'intérêt, 

généralement il est accepté un taux entre 35 et 75%. 

• Une température de fusion (Tm) supérieure à 70°C (RHS et LHS). Il n'y a pas de 

limite supérieure pour la Tm des sondes. Plus celle ci est élevée, plus la sonde sera 

spécifique de sa région cible et de fait moins sensible aux possibles polymorphismes 

présents. La différence de Tm entre les 2 oligonucléotides doit être inférieure à l 5°C 

mais n'est pas un critère exclusif. 

• Une enthalpie libre des 2 oligonucléotides positive (L'lG > 0 kcal/mmol) pour garantir 

l'absence de structure secondaire (auto-complémentarité des sondes). 

• Le 1er nucléotide directement adjacent à l'amorce «sens» ne doit pas être une 

adénosine (A). Il a été démontré [Schouten et al. 2002] que l'intensité du signal est 

influencée par le nucléotide à cette position (C>G>T>A par ordre décroissant 

d'influence sur le signal détecté). 
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• Un maximum de 3 G/C pour la séquence directement adjacente aux amorces. Les 

sondes avec trop de G/C sur ces sites présentent souvent un signal plus faible. 

• Un maximum de 2 G/C directement adjacents à l'extrémité 3' du site de ligation. 

A noter enfin qu'aucun logiciel n'est aujourd'hui suffisamment puissant et satisfaisant 

pour automatiser cette étape. 

Longeur totale d'une sonde MLPA: 90- ·150 nt 
Longueur de cha<1ue oligonucléotide: 45 - 75 nt 
Enthal1>ie libre de chaque oligonucléotide: i! G> 0 kcal!mmol 

5' · GGGTTCCC TAAG GGTTG GA 5 ' -T CTAG A TT G GATCTTG CTG G CGC 

Max 3 G/C 
Pas d'Adenosine 

5' 
>21 nt; Tm>70"C; 50% GC 1 

5' - phosphilte 

\ 
1 Max 2G/C 

Séquence exonique sans SNPs 

Figure 24. Représentation et caractéristiques principales des sondes MLPA « toutes synthétiques » selon 
Kozlowski et al. 2008. 

Enfin, pour pennettre d'améliorer la capacité de multiplexage de la MLPA utilisant 

des sondes synthétiques, il est possible d'utiliser plusieurs couples d'amorces universelles, 

chacun marqué par un fluorophore différent. Ainsi, il possible de détecter, grâce au détecteur 

multi-canaux des appareils de séquençage, jusqu'à 4 sondes de taille similaire ou voisine sans 

provoquer d'interférences (figure 25). 
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J 
Figure 25. Electrophérogramme multi-canaux (2 couples de primers différents) selon White et al. 

2004. 

5.6.2. Méthylation-specific MLPA (MS-MLPA) 

La MLPA spécifique de méthylation (méthylation-specific MLPA, MS-MLPA) est la 

principale variante de la MLP A. Son principe (figure 26) combine une réaction de ligation 

avec une sonde composée de deux oligonucléotides dont un possède un site de restriction pour 

une endonucléase spécifique, Hhal sensible à la méthylation. La ligation est suivie d 'une 

étape de digestion des produits de ligation par Hhal. Seules les sondes hybridées sur des 

régions non méthylées seront digérées par l 'action de l 'endonucléase. Ainsi, seules les sondes 

hybridées sur des régions méthylées pourront être amplifiées et donneront un signal en fin de 

réaction. Il sera ensuite aisé de déterminer le statut de méthylation des régions étudiées. 

Cette technique est donc parfaitement appropriée pour détecter des méthylations 

abe1i-antes d'ilots CpG. Elle permet d 'étudier ainsi les modifications épigénétiques impliquées 

dans certains cancers [Jeuken et al. 2007; Henken et al. 2007] mais aussi l 'empreinte 

génomique, processus de régulation de l'expression des gènes selon leur origine parentale, 

impliquée entre autres dans les syndromes de Prader-Willi / Angelman [Nygren et al. 2005 ; 

Shao et al. 2005 ; Procter et al. 2006; Dikow et al. 2007], et de Beckwith-Wiedemann 

[Schuetzle et al. 2007 ; Priolo et al. 2008]. 
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Figure 26. Principe général de la MS-MLP A. 
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5.6.3. Reverse transcription-MLPA (RT-MLPA) 

D'autres variantes de la MLP A moms utilisées existent, comme la Reverse 

transcription-MLPA (RT-MLPA) qui permet de quantifier jusqu'à 45 transcrits différents 

[Eldering et al. 2003 ; Hess et al. 2004]. 

Cette technique présente un avantage certain par rapport à des techniques connne la 

RT-PCR ou le Northern blot mais reste toutefois très inférieure en tennes de débit par rapport 

aux puces de transcriptomique utilisées aujourd'hui en routine dans de multiples laboratoires. 

Ces principaux atouts sont sa rapidité (1-2 jours), la faible quantité d'ARNm total nécessaire 

(150 ng) et son coût. 

L'application de la MLPA à la quantification de l'ARNm implique quelques 

modifications (figure 27). Tout d'abord, l'introduction préalable d'une étape de transcription 

inverse indispensable pour l'action de la ligase, cette dernière ne pouvant agir sur des duplex 

ADN/ ARN. Deuxièmement, pour éviter les artefacts avec l' ADN génomique, les sondes 

spécifiques doivent avoir leur site de ligation proche de la jonction entre deux exons. De plus, 

les signaux doivent être normalisés par rapport à un gène rapporteur, généralement le gène de 

la beta 2 -microglobuline. 

Enfin, l'expression des différents ARNm étudiés pouvant être extrêmement hétérogène sur le 

plan quantitatif, il est utile d'ajouter des sondes inhibitrices (ou competitor) afin de 

standardiser et de limiter le signal des sondes spécifiques d' ARNm fortement transcrits, et 

éviter ainsi un écrasement du signal sur l'électrophérogramme. Classiquement cette sonde 

s'hybride de façon compétitive avec l'oligonucléotide court (LPO) (extrémité 5'). 
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Figure 27. Sondes utilisées pour la RT-MLPA selon Kozlowski et al. 2008. 

5.6.4. MLPA haut débit : Array-MLPA. 

Pour pallier, au faible débit de la technique MLP A par rapport au très haut débit des 

biopuces type CGH-array, une variante haut-débit de la MLPA est apparue, l' Array-MLPA. 

Classiquement, plus d'une centaine de sondes de taille similaire (100-120 nt) sont 

hybridées et amplifiées simultanément selon la procédure classique de la MLP A. Cependant, 

dans la MLPA-array, les « stuffers » sont en réalité des séquences « tag » qui seront 

reconnues ultérieurement par des séquences anti-tag greffées préalablement sur une matrice. 

La détection des sondes fixées se fera selon les techniques soit par détection de la 

fluorescence par caméra CCD, soit grâce à l'utilisation d ' amorces sens biotinylés en 3' et du 

couple Strepta vidine-Phycoérythrine. 

Cette application de la MLPA permet d'augmenter considérablement le débit de la MLPA, de 

réduire le temps d ' hybridation de 16h à moins de 2h et permet de s'affranchir de l' obligation 

de synthétiser de sondes de taille différentes. Bien que peu utilisée, elle semble être efficace et 

applicable en routine [Zheng et al. 2008]. 
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Une des premières sociétés à avoir développé cette stratégie est la société Luminex® 

sous le nom de FlexMAP MLPA® (figure 28) . Actuellement d ' autres sociétés ont développé 

et commercialisé d'autres variantes de la MLPA-array notamment la société PamGene™, Den 

Bosch, Hollande. 

Probe Design 
Exonic Sequence 

S' cgaccckc:cngct~atctggaaagtagtgaag<tt<gggggttacgtcatgtcc 3' S.ad Spt'cifi< TAG 

4 jGCTGGGAGGG'IC'GAGGACA(i•CC 11 CTOClTAû•CCTITC.AJC.'-CTfCG.UGCCO:c:c,c;;GC,GTACAGG &.UATAC.•CTTcrCA.•IAACTA.~ 
-»<>Ttrtfct~oowca 5' E'<on Spt'cific Probe A 3 · E.'<Oll Spt'cific Probe 

/ "\. \'lVl\'!'J.E)\'V!JVUilVll'JVll~ c.t~.lK.L---..."ttt\!2~ G Anti-TAG ~~3Pn:.er~Re,· E:ccr. LgationSite 

M 13 Primer - For 

Assay Design 

Hybridize Probes r ~~~~:;:::::::=:-:::::::::::::-~~~~ s · 

/ Probe ! Probe Tag 

Ligate Probe ----3' 
A.mplification 

Hybridize to Bead 

Add Rep01ter 

Quantitate on the Ltuninex 100 

Figure 28. Principe général de la technique d 'A1i-ay MLPA développée par la société Luminex 
FlexMAP MLPA®. SA-PE : Streptavidine-Phycoérythrine. 

5.6.5. Autres applications 

Enfin, D ' autres utilisations plus anecdotiques de la technologie MLPA ont été 

récemment décrites notamment dans le génotypage des souris transgéniques [Kozlowski et al. 

2007] et dans le criblage des polymorphismes (SNPs) [Schouten et al. 2002 ; Kozlowski et al. 

2008]. 
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1. Patjents 

27 patients ont été recrutés pour cette étude après obtention des consentements éclairés et 

signés. 

7 témoins positifs, atteints du syndrome de Lowe (n=6) ou de la maladie de Dent (n=l), et 

connus pour être porteurs d'une délétion génomique préalablement détectée par séquençage, 

ont été étudiés pour valider dans un premier temps notre méthode. 

Ensuite, afin de détenniner leur statut de conductrice, 5 femmes avec un parent malade et 

porteur d'une délétion génomique, ont été analysées. 

Quinze autres patients ont été inclus dans l'étude, 11 hommes et 4 femmes, présentant un 

tableau clinique incomplet du syndrome de Lowe pour 13 d'entre eux et typique pour les deux 

autres. Une précédente analyse par séquençage du gène OCRLJ n'avait révélé chez eux 

aucune mutation ponctuelle. 

Un panel de 10 témoins négatifs (7 hmmnes et 3 femmes) sains choisis au hasard a été 

également étudié afin d'évaluer la fiabilité et la robustesse de notre méthode. 

La plupart des échantillons d' ADN (n=l 9) a été extrait au sein de notre laboratoire à partir 

de culots lymphocytaires avec une technique au chlorure de guanidine [Jeanpierre 1987]. 

D'autres échantillons d'ADN ont été extraits directement dans le centre médical d'origine 

puis envoyés au laboratoire. 
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2. Modélisation des sondes 

Pour cette étude 24 sondes toutes synthétiques et spécifiques des 24 exons du gène 

d'intérêt, OCRLJ (ENSG 00000122126), ont été modélisées (Tableau I). Afin de simplifier la 

modélisation et accroître la résolution et la répétabilité de notre technique, nous avons décidé 

de répartir ces 24 sondes en 4 mélanges (mix) différents. 

La répartition des sondes dans les différents mix a été faite en fonction de la taille de 

chaque sonde et du risque de complémentarité entre les différentes sondes du même 

mélange. Après l'évaluation de plusieurs combinaisons de sondes et de l'influence sur la 

qualité du signal de différents paramètres (quantité de sondes initiale, séquence des sondes), 

seuls les mélanges de sondes donnant les signaux les plus intenses ont été retenus. 

A ces 24 sondes, 15 sondes classiques (issues du clonage en phage M13) spécifiques 

de différents gènes dispersés dans le génome (SALSA P300 probemix; MRC-Holland™, 

Amsterdam, Hollande) ont été ajoutées pour servir de sondes contrôles et ainsi permettre la 

normalisation des signaux obtenus à l'issue de la réaction. De plus, des sondes utiles au 

contrôle de qualité des différentes étapes de la réaction (concentration ADN, dénaturation et 

ligation), ont été également ajoutées. Les infonnations sur les gènes ciblés par ces sondes 

contrôles ainsi que leurs séquences et leur site de ligation sont disponibles auprès de la société 

MRC-Holland™ (www.mlpa.com). 

La modélisation des sondes MLP A a été faite à partir des recommandations de la 

société MRC-Holland™ pour les sondes entièrement synthétiques (www.mlpa.com/synthetic 

protocol) et selon un algorithme que nous avons élaboré (figure 29). 

Les séquences sélectionnées spécifiques des exons sont d'au moins 22 nt avec un 

pourcentage de GC compris entre 38 et 75 % (Tableau II). 
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Toutes les sondes sont libres de polymorphismes et d'éléments répétés (SNP database 

(snp129) UCSC BLAT server(http://genome.ucsc.edu). 

Leur température de fusion (2: 70°C) a été calculée avec le logiciel RaW-Probe v.0.15b 

utilisant l'algorithme Go-Oli-Go (http://www.mrc-holland.com/). 

Aucune structure secondaire n'a été détectée (i'lG min 2:-1,1 kcal/mmol) d'après le mFOLD 

server (www.bioinfo.rpi.edu/applications/rnfold) (avec t0
: 60°C, [Na+]= 0,35M et [Mg2+]=0M]. 

La spécificité stricte des séquences spécifiques a été vérifiée avec le programme de BLAT 

(University of Califomia Santa Cruz website:http://genome.ucsc.edu). 

Le maximum de G/C directement adjacent aux amorces ainsi qu'en 3' du site de ligation a été 

respecté pour les 48 oligonucléotides. De plus, aucun oligonucléotide ne comporte une 

adénosine au niveau du premier nucléotide suivant l'amorce« sens». 

Les sondes ont été modélisées pour générer des amplifiats d'une taille de 97 à 133 nt (Tableau 

II). Certaines sondes ont la même longueur afin de simplifier leur pennutation au sein des 4 

mix (en cas d'interactions inter-sondes) et ce sans modifier les paramètres d'analyse. Des 

« stuffers » ont été ajoutés à certains oligonucléotides de telle sorte que la taille des sondes 

diffère d'au moins 4 nt. Les séquences des« stuffers »ont été sélectionnées à partir de la base 

de données décrite par Zhi et al. 2008 ou à partir du génome du phage Ml 3 (RefSeq 

NC _ 003287). Tous les « stuffers » utilisés ne présentent aucune inter ou auto-

complémentarité. 

Tous les oligonucléotides ont été commandés chez Eurofins MWG Biotech (Les Ulis, 

France), purifiés par HPLC et synthétisés à une échelle de 50 nrnol. Les oligonucléotides RPO 

(right probe oligo) sont phosphorylés à leur extrémité 5' pour pennettre la fonnation par la 

ligase, d'un lien phosphodiester avec le 3 'OH de l' oligonucléotide LPO (left probe oligo ). 
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Figure 29. Algorithme de modélisation des sondes MLPA synthétiques utilisé dans notre étude. 
SNP : single nucléotide polymorphism ; nt : nucléotides ; Tm : température de fusion ; LHS : left 
hybrizing sequence ; Max G/C : nombre maximum admis de G/C directement adjacents aux amorces 
(3) et en 3' du site de ligation (2) ; L'lG : enthalpie libre. 
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Exons 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 

18a 
19 
20 
21 
22 
23 

- ~ ~ ' 
~~~~i-...: ...... ~1- :.....,:. _ _;~ 

ofümnucléotide-3' 
TGGATGGAGCCGCCGCTCCCGGTC 1 GGAGCCCAGCCGCTTGCCGTAT 

CATACTGTCGAGGGTATGGAGATGAAGGGTCCTCTCC GGGAGCCCTGCGCCCTGACCCTAGCCCAGAGGAACGGGCAATATGAGTAAGTAA 
CCAGTTGCATGAGAAGGAACAGCATGTTCAAGATATCATTCCTA TAAAT AGCCACTTCAGATGTGTTCAAGGTACTAGC 

CCCTCTCAGAAGCAGAAGAAACTCTTTT 1 GATTGACATAGCTTCTAACAGTGAGTATCTTTCTGAATGTGC 
TGGCTGCAAAATTCGGGTTCAGGGGGACTGGATCAGAG I AGCGCCGCTTTGAAATCCCTGATGAGGAACACTGTTTG 

CTCAGTCACAGCTTCTTGTTCCAGAGCAA 1 AAGGACTCATCTAGCTGGTACCAGAAATTAGACACTAAGGAC 
CACAAAATCAGCCTACTGGGATTCATCGGGA 1 ACCCCCACCTCCACCCTTTTCAGTGAATAAA 

TTCTAACAAGGAGCAGCCCAAAGTGACCAACACCATGCGGA I AGCTCTTTGTACCAAATACCCAATCTGGGCAGCGGGAGGGT 
TTGGAATGTGAATGGCCAGTCTCCAGATAGCGGGTTAGAAC 1 CTTGGCTGAACTGTGATCCCAATCCTCCTGATATCTACTGC 

CTGTGAAGGAACAAGAATGGTCCATGGCT I GTAGAGAGAGGTTTGCATTCCAAAGCC 
TCAACTGGTGCGCCTTGTTGGGATGATGCTTCTTAT I ATTTGCCAGAAAGGATCAGTGTCGATACATTCGTG 

GTGCGAGAATGAGTTTTGTGGTCCCA 1 AATCAGACCCTCCCGCAGTTGAACATCATG 
GGGTTGTCATTTGGTTGGGAGATTTG I AATTATAGACTTTGCATGCCTGATGCCAATGAGGTG 

llllllllllllGCTTTTGTTGACTTCAATGAAGGGGAA 1 ATCAAGTTCATCCCCACTTATAAGTATGACTCTAAAACAGACC 
TCGGAGTCACATGGAACTGAAAACCAGCGAC 1 CACAAGCCTGTTAGCGCCCTCTTCCATATTGG 

GTGTACGCATCATGGACAGAATGGAAAATGAC 1 TTCCTTCCTTCCTTAGAACTCAGCAGGAGGG 
GTTCCAGATCAGCAACAATGGACAGGTTCCCTGCCATTTT I TCTTTCATCCCTAAACTTAATGACAGCCAGTACTGCAAGCCATGG 

TCTCGTCCTTCACCTGGATCGAGGCAAAGATTACTTCTTGACTAT I CAGTGGAAATTACCTCCCAAGTTGTTTTGGCACATCCTTAGAGGCT 
TCCTGCTCCGCTCTCAGGAAGAAGACAGCTTI CCTAGAAAAGGTAATGCAATCCATTGGTGGT 

GACCCCTTCAGGTTCCCAAGGAGATCTGGCTTCTAGTA 
CAGGAAGAGCTCCAGCAGATCATTGATTG TCTGGATACCAGCATTCCTGAGACAATCq 

CTCTGTGGCTGAAGCACTGCTCATT TTCTTGGAAGCCCTGCCAGAGCCAGTCATCT 
CCCAGCTTCCGAGATGCCATAGAAAT 1 GTTTTCCGTTACTTGATGGCATTCCTTCG 

TTATGGCAAGACAGACTCCAAGTGACCGCCAGCGTGCTATT 1 CAGTTCCTTCTGGGCTTTCTGCTTGGGAGCGAAGAAGACTA 

Tableau 1. Séquences des oligonucléotides composant les sondes spécifiques des exons du gène OCRLJ. Séquences exoniques. Séquences introniques. Pour 
des raisons de lisibilité les amorces ne sont pas représentés: 5'-GGGTTCCCTAAGGGTTGGA et TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC-3' 
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Exons 5'-0ligonucléotides Oligonucléotides-3' Sondes 
finales 

%GC Trn(°C) Taille( nt) ~G SNP BLAT Taille %GC Trn(°C) Taille( nt) ~G SNP BLAT Taille Taille (nt) LHS LHS LHS kcal/mmol (nt) RHS RHS RHS kcal/11111101 (nt) 
1 75 84.3 24 -1.11 N OK 59 68 77.9 22 0.554 N OK 45 104 
2 54 81 37 0.962 N OK 56 59 90.9 54 -0.907 N OK 77 133 
3 41 79.2 44 -0.59 N OK 63 40 71.1 35 0.085 N OK 70 133 
4 43 70 34 0.016 N OK 53 38 74.8 42 0.876 N OK 65 118 
5 55 85.1 38 0.919 N OK 57 50 82.08 38 0.583 N OK 61 118 
6 48 74.2 29 0.988 N OK 48 43 75.3 42 0.639 N OK 65 113 
7 48 77.3 31 0.662 N OK 50 48 76.6 31 0.992 N OK 54 104 
8 51 84.3 41 0.526 N OK 60 54 84.1 41 -0.326 N OK 64 124 
9 49 81.4 41 0.911 N OK 60 49 80.9 41 0.612 N OK 64 124 
10 48 75.4 29 -0.404 N OK 48 48 71.6 27 0.028 N OK 50 98 
11 47 79.6 36 0.988 N OK 55 43 75 .8 35 0.324 N OK 58 113 
12 50 74.3 26 0.988 N OK 45 50 76.6 30 0.984 N OK 53 98 
13 46 72.5 26 0.82 N OK 45 42 75 .6 36 0.291 N OK 59 104 
14 41 70.9 27 0.931 N OK 52 37 73 .8 43 0.868 N OK 66 118 
15 52 78.1 31 0.955 N OK 50 53 79 32 0.907 N OK 63 113 
16 44 74.8 32 0.988 N OK 51 52 76 31 0.854 N OK 62 113 
17 48 82.5 40 0.212 N OK 65 44 80.4 45 0.854 N OK 68 133 
18 44 80 45 0.643 N OK 64 46 82.3 46 0.24 N OK 69 133 

18a 55 78.4 31 0.336 N OK 50 42 73.1 31 0.574 N OK 54 104 
19 47 80.6 36 0.601 N OK 63 53 81.3 38 0.475 N OK 61 124 
20 48 74.4 29 0.374 N OK 58 48 73.3 29 0.608 N OK 60 118 
21 52 72.3 25 -0.127 N OK 44 55 79.6 31 -0.127 N OK 54 98 
22 50 73 26 0.988 N OK 45 45 73.7 29 0.992 N OK 52 97 
23 51 82.9 41 0.798 N OK 60 51 82.9 41 0.819 N OK 64 124 

Tableau II. Principales caractéristiques des sondes synthétiques utilisées dans l'étude par MLPA du gène OCRLJ. LHS : Left hybridizing sequence ; RHS : Righi 
hybridizing sequence; Tm: température de fusion ; SNP: single nucleotide polymorphism; N : non ; nt : nucléotides ; t.G : enthalpie libre. 
En rouge : les valeurs extrêmes de certains paramètres. 
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3. Réaction MLP A 

La réaction de MLP A a été réalisée selon les conditions décrites dans la publication 

princeps de Schouten et al. 2002 (figure 30). Tous les réactifs, excepté les sondes, proviennent 

de la société MRC-Holland. 

5 µl d'ADN génomique [50 ng/µl] en solution dans du TE [lümMTris-HCl (pH 8,5), 

1 mM EDTA] sont d'abord dénaturés 5 min à 98°C. Après addition de 1,5 µl de tampon A 

[1,5M KCl, 300mM Tris-HCl pH 8,5, lmM EDTA] et de 1,5 µl du mix contenant les 6 

sondes (1-4 finol) MLPA spécifiques (Ml, M2, M3 ou M4), le mélange est incubé 1 min à 

95°C suivi d'une hybridation sur la nuit. 

Puis l'étape de ligation est réalisée en diluant les échantillons avec 6 µl de tampon B [2,6 mM 

MgC12, 5mM Tris-HCl pH 8,5, 0,013% de détergent non-ionique, 0.2mM NAD], 25 µl d'eau 

déminéralisée et 1 µl d'enzyme Ligase-65® suivie d'une incubation à 54°C pendant 15 min. 

Après inactivation de la ligase à 98°C pendant 5 min, 10 µl de produits de ligation sont 

mélangés à 30 µl de tampon C (50 mM KCl, 20 mM Tris-HCl, 1,6 mM MgC12 et 0,01 % de 

détergent non-ionique). 

A ce mélange à 60°C, est ensuite ajouté 10 µl de mix de PCR (amorces 10 pmol, dNTPs 2,5 

nmol, 2,5U SALSA polymerase®). La séquence de l'amorce universelle« sens» marquée en 

3' avec la 6-carboxyfluorescéine (FAM) est 5'-GGGTTCCCTAAGGGTTGGA-3' et celle de 

l'amorce« anti-sens »non marquée 5'-GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA-3'. 

Une étape d'amplification par PCR est ensuite réalisée: 30s à 95°C (dénaturation), 30s à 

60°C (hybridation) et lmin 72°C pendant 35 cycles, suivie d'une étape finale d'élongation de 

20 min à 72°C. 
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Un volume de 1 µl d' amplifiats est mélangé à 10 µl de formamide et 0,5 µl de marqueurs de 

taille (GeneScan 500 LIZ Size Standard, Applied Biosystems) puis chauffé 2 min à 95°C et 

brutalement refroidi dans la glace. 

Ce mélange sera ensuite analysé par électrophorèse capillaire, réalisée sur l'automate 

de séquençage ABI 3130XL Genetie Analyzer (capillaire 50 cm ; polymère POP 7™) 

(Applied Biosystems). 

5 µI d'ADN (50 ng/µI) 

D 

Dénaturation 
98 °C 5 minutes 
25 °C hold 

Sondes MLP A OCRLJ D 
+ Tmnpon A 

Hybridation 
95 °C 1 minute 
60 °C hold 

Ligase~ D +Tampon B 

Ligation 54 °C 15 minutes 
98 °C 5 minutes 

SALSA polymérase9 D 
+ mix PCR 35 cyc les: 

95 °C 30 seconds 
Amplification 60 °C JO seconds 

• 72 °C 60seconds 
72 °C 20 minutes 

Figure 30. Schéma simplifié de la réaction de MLP A. 
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4. Analyse des données 

Les électrophérogrammes sont édités avec le logiciel GeneMapper v4.0 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA). Deux techniques complémentaires sont ensuite utilisées pour la 

normalisation. 

La première est la méthode la plus simple dite de nonnalisation globale. Le signal relatif 

de chaque sonde est calculé en divisant l'aire sous la courbe de son pic (AUCexP) par la 

somme des aires sous la courbe de tous les pics de l'échantillon (L: AUCtotP). Ce premier 

ratio (AUCexP/ L:AUCtotP) est ensuite divisé par le ratio obtenu à partir de notre témoin 

(AUCexT/ L:AUCtotT) soit au final (AUCexP / IAUCtotP) / (AUCexT / L:AUCtotT). 

La deuxième méthode ou « block normalisation » est également fréquemment utilisée car plus 

robuste pour détecter des délétions ou duplications multiples. On compare les surfaces des 

signaux obtenus (AUC exP) aux surfaces des signaux combinés obtenus à partir des sondes 

contrôles CL: AUC cP). Le ratio ainsi obtenu (AUC exP/ L: AUC cP) sera ensuite divisé par 

son équivalent obtenu à partir de notre témoin (AUC exT/ L: AUC cT) selon la formule 

(AUC exP/ L: AUC cP) / (AUC exT/ L: AUC cT). De cette façon le dénominateur (calculé à 

partir de la somme des surfaces des sondes contrôles) n'est pas influencé par le nombre de 

délétions ou duplications observées dans l'échantillon (à l'inverse du dénominateur de la 

première méthode calculé à partir de toutes les sondes) et ainsi rend la méthode plus juste et 

plus sensible aux délétions ou duplications multiples. 

La comparaison des résultats est faite de préférence avec des échantillons issus de la 

même expérience et extraits si possible avec la même technique. 

Dans le but d'automatiser cette étape, les surfaces des pics obtenus furent exportées 

dans un tableur Excel (Microsoft, http://www.microsoft.com) et normalisées à l'aide d'une 

macro Excel mise au point dans le laboratoire. 
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5. Détection des mosaïques 

Afin d'évaluer la capacité de notre méthode à détecter et quantifier d 'éventuelles 

mosaïques (délétions ou duplications), jusqu'alors jamais décrites, nous avons du utiliser des 

échantillons artificiels. 

Pour mimer une délétion en mosaïque, une solution d' ADN génomique [50ng/µl] 

d 'un sujet sam a été diluée (volume à volume) dans différentes proportions avec une 

deuxième solution d 'ADN [50ng/µl] provenant d 'un patient avec une délétion complète du 

gène OCRLI (0lis14) (figure 31 ). De cette façon , nous avons obtenu des dilutions 

représentant des mosaïcismes de 20, 40, 60 et 80%. 

La même stratégie a été employée pour mimer des duplications en mosaïque excepté 

que I 'ADN utilisé pour la dilution provenait d'une femme saine [50ng/µl]. Les dilutions ainsi 

obtenues représentaient des duplications à 20, 40, 60 et 80%. 

Facteur de dilution (volume I volurne) 

Degré de mosaicisme 

ADN (50ng/µI] 

Sujet sain 

+ 

ADN [50ng/µ1] 

Patient del OCRL 1 

1 :4 (v/v) 2:3 (v/v) 3:2 (v/v) 4: 1 (v/v) 
80% 20% 40% 60% 

Figure 31. Stratégie de préparation d'échantillons mimant des délétions en mosaïque à différents 
degrés de mosaïcisme. 
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Le signal relatif normalisé moyen des sondes calculé pour les deux échantillons 

représentant un mosaïcisme à 20% (délétion et duplication) a été comparé au signal moyen 

obtenu chez un individu sain utilisant le test de rang non paramétrique de Wilcoxon (StatView 

software, Abacus Concepts, Berkeley, Calif, USA) p<0.001 étant retenu comme significatif. 
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RESULTATS 
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1. Mise au point de la technique 

Avant de commencer l'évaluation de la qualité des sondes, il a fallu déterminer la 

composition optimale des 4 mélanges (mix) afin d ' obtenir des signaux suffisamment résolus 

et intenses pour être correctement interprétés. 

Pour la grande majorité des sondes, le signal obtenu était très satisfaisant. Toutefois , 

les sondes spécifiques des exons 22 et 19 présentaient un signal plus faible que les autres . 

Afin d 'améliorer la qualité du signal, nous avons fait évoluer 3 paramètres réputés pour 

influencer l ' intensité du signal : la combinaison des sondes d'un même mix, la quantité de 

sonde ajoutée au mix et enfin la séquence des sondes. 

Tout d 'abord, nous avons évalué l'influence de la combinaison de sondes au sein d'un 

même mélange et observé l'effet produit sur le signal des sondes spécifiques des exons 19 et 

22. Comme le montre la figure 32, la combinaison ne semble pas jouer un rôle sur l' intensité 

du signal des sondes. 

X2 1 

5000 
X 18a 

4000 X18 
X20 

3000 4 
X15 

~ 2000 

1000 X19 

3600 

3'.!00 X13 ? X14 
WJO 

2400 
4 X17 X16 

1000 

1600 

HOO 

800 
X22 X19 

400 

91 93 9S 97 99 101 103 10S 107 109 1'11 113 11 S 117 119 12·1 113 125 127 129 131 133 

Figure 32. Influence de la combinaison des sondes sur l'intensité du signal de la sonde spécifique de 
l'exon 19 (flèche bleue). Chaque pic représente un exon (X) du gène OCRLJ. Les pics surmontés 
d'une * correspondent aux sondes contrôles. 
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Puis, nous avons testé ) 'influence de la quantité initiale de sonde ajoutée dans le 

mélange et constaté que malgré ) 'ajout de plus de 3 fois la quantité recommandée (soit 

environ 12 fmol), l'intensité des signaux reste identique au mélange initial (figure 33). 

X 21 
lOOO 

X 18a ..... X18 
X20 

3000 + 
X15 

?000 

1000 

<000 X2 1 
3600 X18a 
3100 X18 
2800 

2400 + X2 0 
?000 X15 
1600 

1100 

soo 
400 

$? $4 " 03 100 10? 104 1 .. 108 110 11? 114 "' 118 1?0 1?? 1?4 1?< 128 130 13? 134 

Figure 33. Influence de la quantité de sondes spécifiques de l'exon 19 (flèche bleue) sur l'intensité de 
son signal. Chaque pic représente un exon (X) du gène OCRLJ. Les pics sur montés d'une * 
correspondent aux sondes contrôles. Le spectre du haut représente le mix initial ; le spectre du bas 
représente le mix avec une quantité de sonde de l'exon 19 trois fois supérieure au mix initial. 

Enfin, nous avons modifié une pai1ie de la séquence des sondes 19 et 22 sur la base 

des observations faites de l ' influence du premier nucléotide directement adjacent à l'amorce 

de I 'oligonucléotide LPO (left probe oligonucleotide) sur l'intensité du signal (cf. 

Introduction paragraphe 5.6.1 « MLPA et sondes synthétiques» p58). La séquence initiale de 

la sonde de l'ex on 22 a été ajustée et un « stuffer » a été rajouté à la sonde de l ' ex on 19, de 

façon à obtenir un nucléotide cytosine directement adjacent au primer de l'extrémité 5'. Les 

sondes 19 et 22 avaient initialement une thymine à cet emplacement et comme observé sur la 

figure 34, le signal est franchement augmenté pour l'ex on 22 et plus modestement pour l' ex on 

19. 
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Figure 34. Influence du premier nucléotide adjacent à l' amorce de l' oligonucléotide LPO (left probe 
oligonucleotide) des sondes spécifiques de l ' exon 19 et 22 (flèches bleues). 

Au final, après cette étape d'optimisation du signal, 4 mélanges ou mix de sondes ont été 

composés: le premier mix ou Ml regroupe les sonde spécifiques des exons 2,5,6,7,8,10, le 

second (M2): les exons l ,3,4,9,11,12, le troisième (M3): les exons 22,13 ,15,20,19,17, et le 

quatrième (M4): les exons 21 ,18a,16,14,23 ,18. Les pics obtenus (figure.35) peuvent être 

facilement distingués et attribués à un exon donné sur la base de leur différence de taille. 
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Figure 35. Profil MLPA des 4 mix de sondes spécifiques des exons du gène OCRLJ à partir 
d ' échantillons contrôles (sain). Chaque pic représente un exon (X) du gène OCRLJ . Les pics surmontés 
d 'une * co1Tespondent aux sondes contrôles utilisées pour la normalisation des signaux. Ml , M2, M3 , 
M4 indiquent le numéro du mix . En absci sse, est représentée la longueur des sondes (de 97 à 133 nt) et 
en ordonnée l' intensité des signaux (unité arbitraire). 
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2. Validation des sondes MLPA OCRLJ spécifiques 

Tous les mélanges de sondes ont été testés sur 10 échantillons contrôles sains (témoins 

négatifs) pour évaluer leur précision, leur robustesse et leur fiabilité. Des 24 sondes exoniques 

utilisées, aucune ne présente un écart type supérieur à 0,06 soit un coefficient de variation de 

son signal maximum de l 'ordre de 6% (moyenne des signaux proche de 1) . Le coefficient de 

variation maximum ( 6%) est observé pour la sonde spécifique de l'ex on 19 (Tableau III) . Ceci 

s'explique en partie par la moindre intensité de son signal et donc un plus fort retentissement 

des variations « techniques » sur le calcul de sa surface. Toutes les sondes peuvent être ainsi 

retenues pour l'analyse, aucune ne présentant une trop forte variabilité de son signal. A noter 

que les variations les plus faibles ont été observées pour les échantillons extraits par des 

méthodes similaires. 

Sondes Valeurs extrêmes Ecart type Sondes Valeurs extrêmes Ecart type (min-max) (min-max) 
1 0.93-1.09 0.04 13 0.9-1.08 0.04 
2 0.94-1.10 0.04 14 0.97-1.05 0.02 
3 0.93-1.09 0.04 15 0.92-1.08 0.04 
4 0.93-1.09 0.03 16 0.92-l. l 0 0.05 
5 0.92-1.04 0.03 17 0.94-1.07 0.04 
6 0.93-1.09 0.04 18 0.95-1.07 0.03 
7 0.93-1.10 0.05 18a 0.96-1.11 0.05 
8 0.95-1.11 0.05 19 0.90-1.12 0.06 
9 0.95-1.10 0.04 20 0.95-1.03 0.02 
10 0.95-1.08 0.03 21 0.95- 1.10 0.04 
11 0.94-1.04 0.03 22 0.93-1.09 0.05 
12 0.94-1.06 0.04 23 0.96-1.08 0.04 

Tableau III. Valeurs extrêmes des ratios normalisés obtenues pour chaque sonde et leurs écait-types 
calculés à pa1tir de 10 échantillons contrôles (sains) . En rouge, l'écart type maximum observé. 

L' ADN de 7 patients atteints du syndrome de Lowe (n=6) ou de la maladie de Dent 

(n= 1) et chez lesquels une délétion avait été identifiée ont été étudiées pour évaluer la 

spécificité de la méthode. Les sondes spécifiques des exons inclus dans la délétion n'ont 

présenté aucun signal confirmant les données précédentes (figure. 36). 
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Figure 36. Exemples d'électrophérogranunes pathologiques obtenus par MLPA. 
Les flèches indiquent une absence de signal représentant une délétion. Chaque mix contient des sondes 
contrôles utiles à la normalisation des signaux. (sunnontés d'une *). Ml , M2, M3 , M4 co11"espondent 
au mix utilisé. (M 1) Délétion des exons 1,3 et 4 chez un patient avec une délétion 1-4. (M2) Délétion 
des exons 5 à 8 chez un patient avec une délétion 5-8. (M3) Délétion des exons 19,20 et 22 chez un 
patient avec une délétion l 8a-23 . (M4) Délétion des exons 14, 16, 18, l 8a, 21 et 23 chez un patient 
avec une délétion complète du gène OCRLJ . 

Toutes les délétions ont été détectées sans équivoque et leurs bornes ont été 

confinnées (Tableau IV). Les sondes MLPA modélisées sont donc parfaitement spécifiques 

des exons cibles du gène OCRLI. 

Si2nes cliniques Résultats Résultats Patient Sexe Oculaire Rénal Retard PCR/Séquençage MLPA Phénotype 
Mental 

98ls 18 homme + + + Del 1-4 Del 1-4 LOWE 
99ls56 homme + + + Del 8-12 Del 8-12 LOWE 
99ls67 homme + + + Del 5-8 Del 5-8 LOWE 
00ls05 homme + + + Del 18a-23 Del 18a-23 LOWE 
00ls41 homme + + + Del 6-12 Del 6-12 LOWE 
Olls14 homme + + + Del 1-23 Del 1-23 LOWE 

06den06 homme - + - Del 3-4 Del 3-4 DENT 

Tableau IV. Résultats d 'analyse MLPA de 7 patients avec une délétion génomique connue du gène OCRLJ, 
identifiées au préalable après séquençage du gène . 
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3. Dépistage des conductrices 

Nous avons ensuite analysé 5 femmes ayant un apparenté atteint et porteur d 'une 

délétion génomique du gène OCRLJ afin d ' étudier leur statut de conductrice. Comme 

présenté dans le tableau V, seules 2 des 5 femmes étudiées sont conductrices pour la mutation 

identifiée chez le cas index. 

Patient Sexe Degré de Délétion Résultats Résultats Statut parenté cas index séquençage MLPA 
98lsl 7 femme mère 98lsl 8 del 1-4 (-/-) (-/-) Non conductrice 
04ls02 femme sœur 98ls18 del 1-4 (-/-) (-/-) Non conductrice 
99ls84 femme tante 99ls56 del 8-12 (-/-) del 8-12 (+/-) Conductrice 
00ls06 femme mère 00ls05 del 18a-23 (-/-) (-/-) Non conductrice 
0 llsl 5 femme mère Ollsl4 del 1-23 (-/-) del 1-23 (+/-) Conductrice 

Tableau V. Résultats du dépistage des conductrices par MLPA chez 5 femmes avec un apparenté atteint 
et porteur d'une délétion génomique d'OCRLJ. 

Les femmes conductrices, hétérozygotes pour la délétion, présentent un signal 

normalisé caractéristique de l'ordre de 0,5 pour les sondes correspondant aux exons compris 

dans la délétion (figure. 37). 

• Témoin négatif 
• Femme conductrice del 8-12 

1,5 "' Femme conductrice del OCRL 1 

• • • • • 1 • • 0 
• • ·;:::::; 

C'J er:: • ... • • • • • • 0,5 

0 1 2 ] 4 5 6 1 Il 9 10 11 12 1] 14 15 16 11 11!1 19 20 21 22 2] 24 

Numéro des sondes 

Figure 37. Diagramme représentant les ratios normalisés (ordonée) des 24 sondes spécifiques des 
exons d'OCRLJ (abscisse) chez une femme contrôle (bleu) et chez une femme conductrice 
(99ls84) de la délétion des exons 8- 12 (rose) et une femme conductrice (0lis15) d'une délétion 
complète du gène OCRLJ (vert). 
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4. Etude rétrospective de 15 patients par MLPA 

L'étude par MLP A des 15 patients (11 hommes et 4 femmes) avec un tableau clinique 

évocateur du syndrome de Lowe mais incomplet pour la plupart des patients (13/ 15) n'a révélé 

aucune délétion ni duplication, homogène ou en mosaïque. De même, aucune mutation n' a été 

trouvée chez les deux patients présentant un tableau typique (98ls57 et 08ls29) . Auparavant, 

l'analyse par séquençage du gène OCRLJ s'était avérée aussi non contributive pour l'ensemble 

des ces patients. 

Ces résultats écartent encore un peu plus l' implication d' OCRLJ chez ces patients. Tous 

ces résultats sont résumés dans le tableau VI. 

,, Si2nes cliniques · Résultats Résultats · ' l' p . Sexe Retard Diagnostic . atient Oculaire Rénal séquençage MLPA ,. mental 
98ls57 homme + + + (-) (-) ? 
98ls67 homme + - + (-) (-) ? 
02ls05 homme + - + (-) (-) ? 
02ls45 h01mne + - + (-) (-) ? 
05ls01 homme + + - (-) (-) ? 
05ls05 homme + - - (-) (-) ? 
05ls23 homme + - + (-) (-) ? 
06lsl 0 h01mne + - + (-) (-) ? 
06ls31 homme + - - (-) (-) ? 

07ls08 femme + - - (-/-) (-/-) ? 
07lsl 5 ho1mne + - + (-) (-) ? 
07lsl 6 homme + - + (-) (-) ? 
08ls28 femme + + - (-/-) (-/-) ? 
08ls04 femme + - - (-/-) (-/-) ? 
08ls29 femme + + + (-/-) (-/-) ? 

Tableau VI. Résultats de l' étude par MLPA de 11 hommes et 4 femmes avec un tableau clinque évocateur 
du syndrome de Lowe mais incomplet pour la plupart (13/15) . L ' analyse préalable par séquençage du gène 
OCRLJ s'était avérée non contributive pour l' ensemble des patients du panel. 
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5. Détection des mosaïques 

Les ratios nonnalisés moyens des 24 sondes obtenus pour les échantillons représentant 

une délétion en mosaïque à 20, 40, 60 ou 80 % sont respectivement de 0,76, 0,55, 0,37 et 

0,23 (coefficient de détermination R2 del =0,993) et de 1,25, 1,43, 1,55 et 1,76 respectivement 

pour les échantillons mimant une duplication en mosaïque (R2 dup = 0,991). Les ratios 

moyens obtenus pour chaque échantillon sont donc linéaires au pourcentage de mosaïcisme de 

l'échantillon. 

Le ratio normalisé moyen des 24 sondes des échantillons représentant une délétion en 

mosaïque à 20 % (del 20%, 0,76) est significativement inférieur (p<0.0001) au ratio moyen de 

l'échantillon contrôle (1,01) (fig. 5). Pour l'échantillon représentant une duplication en 

mosaïque à 20% (dup 20%), le ratio moyen (1,25) s'avère aussi logiquement supérieur 

(p<0.0001) au ratio moyen de l'échantillon contrôle (figure. 38). 

Ces données démontrent que notre technique peut détecter de très faibles variations du 

nombre de copies du gène OCRLJ, de l'ordre de 20% chez un homme. Chez une femme, la 

technique ne pourra détecter une délétion (ou une duplication) hétérozygote en mosaïque qu'à 

partir de 40 % (les femmes ayant 2 copies du gène OCRLJ dans chacune de leur cellule). 

86 



1,3 

1,2 

1 ,1 

~ 
"' ;::;. 
0 -0 a ;:; 
!=" 
:z:. 
l'I> · 

,9 

,8 

,7 1 

del 20% 

• 

• 

Ratio moyen -0.76 

P-val < 0.001 

contrôle 

• 

1 Rati o moyen -1 .01 

dup 20% 

Ratio moyen -1.25 

P-val< 0.001 

Figure 38. Représentation en box plot des ratios normalisés (ordonnée) en fonction du type de 
mutation et du degré de mosaïcisme (abscisse) ; del 20% : délétion en mosaïque à 20%; dup : 
duplication en mosaïque à 20%. La ligne horizontale au milieu de la boite représente la valeur 
médiane des ratios des 24 sondes. La croix au centre représente la moyenne de ces ratios. La limite 
haute de chaque boite représente le 75éme percentile et la limite basse le 25éme percentile. Les 
moustaches des boites indiquent la dispersion des valeurs comprises à moins de 1,5 fois la longueur de 
la boite. Les valeurs hors limites sont représentées par de points noirs. Le ratio moyen des 24 sondes 
est indiqué ainsi que la P-value obtenue lors de la comparaison avec l' échantillon contrôle. 

Au final , nous avons mis au point une technique MLP A spécifique du gène OCRLJ à 

la fois fiable et sensible. Cette méthode est facilement applicable en routine dans la démarche 

diagnostique du syndrome de Lowe et de la maladie de Dent de même que lors du conseil 

génétique pour les femmes à risque d'être conductrices d 'une délétion. 
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1. Méthodes 

Les délétions du gène OCRLJ chez une femme sont difficiles à mettre en évidence. 

Des techniques récentes comme la PCR multiplex quantitative (q-PCR) auraient pu être 

utilisées pour le dosage génique du gène OCRLJ au lieu de la MLP A mais un inconvénient de 

cette technique est la complexité de sa mise au point. En effet, l'association de multiples 

amorces est un véritable casse-tête, toutes n'ayant pas les mêmes caractéristiques et donc la 

même efficacité pour une condition de PCR donnée. Ainsi, de très petites variations des 

conditions de réactions peuvent entrainer d'énormes variations dans les résultats. De multiples 

essais sont donc souvent nécessaires pour obtenir un résultat correct et acceptable. La MLP A, 

par l'utilisation d'amorces universelles court-circuite cette étape difficile de mise au point des 

PCR multiplex et facilite la quantification simultanée des variations du nombre de copies de 

nombreux gènes. De plus, il a été démontré que la MLP A était nettement plus sensible que la 

q-PCR pour la détection des micro-réarrangements génomiques [Lai et al. 2006]. 

~ Variations du signal 

Dans cette étude, nous avons décidé de répartir les 24 sondes spécifiques d' OCRLJ 

dans quatre mélanges différents. En effet, il apparait que ceux contenant des sondes plus 

courtes et en moins grand nombre ont une meilleure fiabilité [Kozlowski et al. 2007] et 

produisent moins d'effet indésirable du type « sloping effect ». Une des explications retenues 

est une efficacité moindre et inconstante de la réaction d'amplification par PCR pour les 

fragments de plus grandes tailles [Kozlowski et al. 2008]. Enfin, l'utilisation de petites sondes 

présente aussi l'avantage de simplifier la modélisation des sondes en limitant le risque de 

complémentarité inter-sondes au sein d'un même mélange. 
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Cependant, cette stratégie est plus longue et onéreuse. Le coût en réactifs est ainsi multiplié 

par quatre et cela allonge le temps technique pour la réalisation de l'analyse, de sorte qu'il 

peut être discuté de la mise au point à l'avenir d'un mix unique. 

Les sondes sélectionnées dans cette étude ont toutes été validées. Toutefois, on peut 

constater une hétérogénéité dans les intensités de signaux obtenus et dans les coefficients de 

variation de certaines d'entre elles. De façon surprenante, le signal le plus faible et le CV de 

variation le « moins bon » ont été observés avec la sonde spécifique de l' exon 19, qui à 

l'analyse de ses paramètres techniques semblait être «parfaite». S'ajoute à cela le fait que 

certaines sondes avec des paramètres très limites comme la sonde de l'exon 1, ont un signal 

de forte intensité et un excellent coefficient de variation. Cette observation remet en question 

l'importance des paramètres et contraintes imposés pour la synthèse de ces sondes. 

Mais comment expliquer alors ces différences? Plusieurs hypothèses peuvent être 

avancées: 

• Une qualité moindre ou un défaut lors de la synthèse de certains oligonucléotides. 

Hypothèse peu probable, sachant que les oligonucléotides sont purifiés par HPLC et 

soumis à un contrôle qualité drastique. 

• Un problème de spécificité des sondes. Les sondes s'avèrent être toutes parfaitement 

spécifiques de leur région cible d'après les logiciels d'alignement. Toutefois, il faut 

noter qu'un logiciel comme le logiciel BLAT (UCSC) ne révèle que les séquences 

homologues avec une taille supérieure à 20 nt. Et même s'il existait une hybridation 

non spécifique de petite taille (< 20nt), au vue de la Tm des régions spécifiques et de 

la température d'hybridation, cela ne devrait que très peu influencer le signal. 

• Un problème d'inter-complémentarité entre les différentes sondes. Ce paramètre est 

très difficile à évaluer et pourrait notamment survenir avec les sondes contrôles 

fournies par MRC dont les séquences ne sont pas connues. Ce phénomène devrait 
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toutefois disparaître en modifiant la combinaison de sondes ce qui n'a pas été observée 

dans notre étude. 

• La quantité de sondes. Lors de la mise au point nous avons constaté que l'intensité du 

signal n'est pas corrélée à l'augmentation de la quantité de sondes. D'après MRC-

Holland, une quantité de sondes en excès pourrait même avoir un effet délétère sur le 

signal [Synthetic probes protocol vlü. www.mlpa.com]. 

• La formation de dimères de sondes après l'étape d'amplification est aussi peu 

envisageable car avant le passage sur séquenceur, les amplifiats sont dénaturés 2 min à 

95°C dans de la formamide puis refroidi brutalement dans la glace afin d'éviter leur 

hybridation. 

• La séquence de la sonde et notamment la composition en GC directement adjacent au 

primer« sens». Ce paramètre appliqué à l'exon 22 a effectivement permis d'optimiser 

le signal. Toutefois, cela n'a pas été le cas pour l'exon 19. 

A l'heure actuelle, il n'y a donc pas d'hypothèses complètement satisfaisantes pour 

expliquer les variations de signal observées entre les différentes sondes. Ce phénomène est 

par ailleurs observé dans les kits commerciaux de la société MRC. L'influence d'un ou 

plusieurs autres paramètres non encore identifiés est à envisager et à investiguer. 

~ Faux positifs 

Lors de l'observation d'une délétion unique, le risque de faux positifs suite à la 

présence d'un polymorphisme inconnu proche du site de ligation est possible et doit être 

systématiquement écarté. Pour cette raison les référentiels des bonnes pratiques 
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recommandent l'application de deux techniques pour confirmer chaque génotype [Dequeker 

et al. 2001]. 

Classiquement, la vérification est faite par une «long range» PCR (LR-PCR: PCR 

longue distance) et le séquençage des bornes de la délétion. D'autres techniques peuvent 

utilisées telles que la qPCR, la FISH (si la taille de la délétion est suffisante) ou une deuxième 

technique MLPA avec des sondes dirigées sur des régions différentes de la première [Nosaied 

et al. 2009]. 

Les duplications umques doivent de la même façon faire l'objet d'une attention 

particulière mais sont plus difficiles à contrôler. Il existe en effet de possibles faux positifs 

(fausses duplications) lors de l'utilisation fortuite d'un témoin avec une délétion inconnue. 

Cette situation ne devrait pas se produire chez un homme dans le cas du gène OCRLJ du fait 

de sa localisation sur le chromosome X, mais peut être envisagée chez une femme. D'autres 

causes de faux positifs sont possibles, suite à une contamination de l'échantillon ou encore par 

la présence d'un pseudogène inconnu. 

~ Détection des mosaïques 

La MLP A est capable de détecter une très faible variation du nombre de copie d'un 

gène et ainsi de détecter des mosaïques. La sensibilité de la technique a toutefois une limite. 

Pour de très faibles mosaïcismes (<20%) il est alors très difficile d'imputer la variation 

observée à une mutation en mosaïque et non à une variation artefactuelle. Dans ce cas, les 

coefficients de variation de sondes utilisées peuvent être un outil utile pour apprécier la limite 

entre une variation liée à la technique ou réellement pathologique. Par exemple, pour une 

sonde ayant un coefficient de variation de l'ordre de 5%, un ratio à 1, 15 doit attirer l'attention 

vis-à-vis d'une éventuelle mosaïque. De plus, cette aptitude à détecter de faibles mosaïques 
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est renforcée lorsque plusieurs exons consécutifs présentent le même type de variation. Ainsi, 

pour distinguer un mosaïcisme d'une simple variation artefactuelle de signaux, la meilleure 

méthode semble de comparer statistiquement les ratios des exons impliqués avec les ratios des 

sondes ne présentant pas de variation. 

Dans tous les cas, la mosaïque doit être confinnée par une deuxième technique (FISH 

ou qPCR) et par des études portant éventuellement sur plusieurs tissus. 

On peut alors se demander si la MLP A pourrait être utilisée pour quantifier 

précisément le mosaïcisme observé et remplacer des techniques comme la FISH dans cette 

application? Quand on compare par des tests statistiques les valeurs moyennes obtenues des 

signaux pour un degré de mosaïcisme donné à la valeur théorique attendue, on constate que la 

valeur observée diffère significativement de la valeur seuil. Ceci est du en partie à la très 

faible variance ( s2
) des ratios calculés dans chaque série. De façon plus pragmatique, on 

considère que les signaux moyens obtenus sont très proches des valeurs attendues. On estime 

ainsi une approximation de l'ordre de+/- 10 % du degré de mosaïcisme. 

~ Autres limites de la MLP A 

Les résultats sont très dépendants de la qualité d'extraction et de conservation de 

l' ADN. Les impuretés comme les traces d'éthanol ou de phénol, les ions et les sels diminuent 

l'activité de la polymérase. Cette baisse d'activité se fera d'autant plus ressentir sur les plus 

longs fragments ( « sloping effect » ). 

De même, de faibles variations de la concentration en Mg2
+ peuvent influencer l'étape 

initiale de dénaturation. Paradoxalement, la qualité intrinsèque de l' ADN (fragmentation) 

influence peu la force du signal : les sondes MLP A étant relativement courtes par rapport aux 

sondes utilisées dans d'autres techniques cmmne la FISH [Kozlowski et al. 2007]. 

93 



La modélisation des sondes est relativement longue et fastidieuse car il n'existe aucun 

logiciel complètement satisfaisant, car trop ou pas assez restrictif. Les logiciels proposés 

doivent être utilisés avec beaucoup de prudence. Le logiciel mis au point par Zhi et al. 2008 

semble le plus apte à être utilisé en routine bien qu'il ne prenne pas en compte la présence et 

surtout la position des SNPs dans la modélisation des sondes. 

La durée d'hybridation (16h environ) est un inconvénient« mineur» de la technique. Ce 

délai est difficilement compressible car il est nécessaire pour une hybridation totale de 

l'ensemble des sondes du mix. Un temps plus court pourrait entraîner une perte de 

reproductibilité de la technique, les sondes ne s'hybridant pas toutes à la même vitesse. 

En dehors des limites d'ordre technique, il existe également des limites plus générales à 

l'utilisation de la MLP A. Celle-ci ne permet pas détecter des réarrangements chromosomiques 

équilibrés pouvant interrompre un gène, déjà décrites dans le syndrome de Lowe [Hodgson et 

al. 1986; Mueller et al. 1991]. De plus, notre kit ciblé sur les exons du gène OCRLJ ne peut 

détecter une mutation située dans une région promotrice ou intronique. Enfin, il ne pennettra 

pas à fortiori de dépister les mutations situées dans d'autres gènes qu' OCRLJ. 

2. Résultats 

> Sujets atteints 

Par notre technique nous avons confirmé tous les cas de délétions identifiées 

préalablement chez les sujets atteints. Elle est donc applicable en routine en complément de la 

recherche des mutations ponctuelles. 

Notre étude corrobore les précédents résultats publiés dans la littérature indiquant que 

les duplications du gène OCRLJ sont des événements probablement exceptionnels. Le nombre 
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de patients étudiés rétrospectivement est encore trop limité pour conclure fonnellement sur 

l'absence des duplications dans le syndrome de Lowe. 

);>- Mutations en mosaïque 

Les anomalies en mosaïque (mutations, délétions, duplications) n'ont jamais été 

identifiées chez des hommes atteints. Chez les patients présentant un phénotype incomplet 

sans anomalie retrouvée au séquençage on peut imaginer l'implication d'un tel mécanisme. 

Notre technique MLPA est capable de détecter de très faibles mosaïcismes de l'ordre 

de 20 % chez un homme. Dans notre étude aucune mosaïque n'a été identifiée chez les 

patients étudiés. 

Ces résultats sont à l'encontre de l'implication des duplications ou des délétions en 

mosaïque chez les patients avec un phénotype plus ou moins complet du syndrome de Lowe 

mais pour lesquels aucune mutation n'a pu être identifiée avec les techniques 

conventionnelles. 

Pour aller plus loin dans les analyses et exclure définitivement l'implication d' OCRLJ 

dans les symptômes de ces patients, il est alors nécessaire de proposer la réalisation d'une 

biopsie cutanée afin de permettre l'analyse de l'activité 5-phosphatase et des transcrits. 

);>- Dépistage des conductrices 

L'étude du statut de conductrices de femmes apparentées à un patient atteint et porteur 

d'une délétion génomique a démontré que la mutation survenait de nova dans 50% des cas 

(2/5, 2 étant de la même famille). Dans les pathologies récessives liées à l'X le taux de 
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néomutations est de 1/3. Notre résultat est probablement lié au très faible échantillonnage 

étudié. 

3. Perspectives 

Il serait avantageux de mettre au point un mix umque au lieu de 4 afin de faciliter 

l'analyse et d'en diminuer le coût. Ceci peut se faire en augmentant la taille des sondes mais 

expose au risque de voir la qualité du signal s'effondrer. Il faudra privilégier plutôt la stratégie 

visant à utiliser un mode de détection multi-couleurs des sondes. 

Cette dernière option semble la plus réalisable et la moins délétère pour la qualité du 

signal. Pour cela, il suffirait d'intégrer différents couples d'amorces universelles Gusqu'à 4) 

marqués chacun avec un fluorophore différent. La seule difficulté sera alors de déterminer la 

séquence de ces amorces afin qu'elles soient spécifiques et d'éviter leur dimérisation. 

De même, afin de diminuer au maximum le coût de la réaction, on pourrait envisager 

d'utiliser des sondes contrôles «maisons » voire nos propres réactifs. Il devrait être possible 

de modéliser entre 4 à 5 sondes spécifiques de régions invariables et de les introduire ensuite 

dans nos mix. En plus du gain financier, cela raccourcirait le temps de passage sur le 

séquenceur (réduction de 17 sondes contrôles à 5 et donc une gamme de taille plus réduite) et 

améliorerait la force du signal des sondes les moins intenses et donc la qualité de l'analyse. 

La modélisation manuelle des sondes est longue et très contraignante. Afin de 

l'automatiser, il serait intéressant de développer et de mettre au point un logiciel de 

conception des sondes MLP A fiable et perfonnant. Ce nouvel outil bioinfonnatique en aidant 

à la modélisation des sondes permettrait d'étendre l'application de la MLP A à d'autres gènes 

d'intérêt de notre laboratoire. 
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Actuellement, il n'y a pas d'indications à utiliser la MLPA OCRLJ spécifique dans le 

cadre du diagnostic prénatal. 

Nous avons donc pu mettre en place une nouvelle méthode diagnostique 

complémentaire du séquençage pour le syndrome de Lowe et la maladie de Dent au sein du 

laboratoire, par ailleurs centre de référence pour ces pathologies. C'est outil simple et 

perfonnant pour la détection des conductrices de délétions utile lors du conseil génétique chez 

ces femmes. Notre technique facilitera ainsi l'étude en routine des réarrangements d'OCRLJ. 

Cette méthode validée sera mise à la disposition de la communauté scientifique 

internationale. 
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THESE SOUTENUE PAR: Charles COUTTON 

TITRE : Mise au point du dosage génique du gène OCRLJ par Multiplex Ligation-dependent 

Probe Amplification (MLP A). Application au syndrome de Lowe et à la maladie de Dent. 

CONCLUSION 

Le syndrome de Lowe et la maladie de Dent sont deux maladies génétiques très rares 

de transmission récessive liée au chromosome X chez lesquelles des délétions du gène 

OCRLJ ont été décrites. Bien que simple à détecter chez un homme, ces réarrangements sont 

délicats à mettre en évidence chez les femmes potentiellement conductrices de la maladie 

avec les techniques de diagnostic de première intention (ex : séquençage) en raison de la 

présence des deux chromosomes X et donc de 2 copies du gène OCRLJ. Leur détection, de 

même que la détection d'autres réarrangements génomiques potentiellement causals de la 

maladie tels que les duplications ou les délétions en mosaïque, imposent l'utilisation de 

techniques complémentaires généralement longues, fastidieuses et souvent peu résolutives. 

Depuis peu, l'essor de nouvelles technologies quantitatives comme la MLPA a permis 

de répondre efficacement à cet écueil diagnostic. Déjà éprouvée sur de nombreux gènes 

différents, la MLP A se distingue des autres techniques par son excellente sensibilité et 

spécificité, sa grande capacité de multiplexage ainsi que par sa rapidité. Mais cette technique, 

relativement récente, n'est toutefois que trop peu employée et pas encore suffisamment 

généralisée notamment pour les maladies ou syndromes les plus rares. Ainsi, l'objectif de ce 

travail aura été de mettre au point et de valider une technique MLP A fiable et efficace pour la 

détection des réarrangements génomiques du gène OCRLJ dans le syndrome de Lowe et la 

maladie de Dent. 

Après avoir modélisé l'ensemble des 24 sondes MLPA spécifiques des 24 exons 

d' OCRLJ, 4 mélanges différents de 6 sondes ont été retenus et validés sur un panel de patients 
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sains. La spécificité de la méthode a été ensuite évaluée et validée sur 6 patients atteints du 

syndrome de Lowe et un de la maladie de Dent, tous porteurs d'une délétion d'OCRLI 

auparavant identifiée par séquençage. Par la suite, notre technique a permis de préciser le 

statut de 5 femmes avec un apparenté atteint et porteur d'une délétion génomique d'OCRLI. 

Seulement deux de ces femmes étaient conductrices de la délétion familiale. Enfin, malgré la 

sensibilité de notre technique, aucune délétion ou duplication (homogène ou en mosaïque) n'a 

été retrouvé chez 11 hommes et 4 fe1mnes présentant un tableau incomplet du syndrome de 

Lowe voire typique pour deux d'entre eux et chez lesquels l'analyse préalable par séquençage 

du gène OCRLJ s'était révélée non contributive. 

Ainsi, les résultats de notre étude corroborent les précédents résultats publiés dans la 

littérature démontrant que les duplications du gène OCRLI sont des événements 

probablement exceptionnels. De plus, ils fragilisent un peu plus l'hypothèse que les 

réarrangements génomiques en mosaïque ou les duplications contribueraient à expliquer la 

fraction de patients avec un phénotype plus ou moins complet et pour lesquels aucune 

mutation n'avait pu être identifiée avec les techniques conventionnelles de diagnostic. 

Bien qu'aucune nouvelle mutation n'ait pu être décrite dans ce travail, la technique 

MLP A spécifique du gène OCRLI est fiable et robuste et ainsi applicable en routine comme 

méthode diagnostique complémentaire du séquençage pour le syndrome de Lowe et la 

maladie de Dent. C'est un outil simple et perfonnant pour déterminer le statut des femmes 

potentiellement conductrices de délétions. 

Grenoble, le 
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Exons 
lntrons 

5'NTR 
+ 

Exon 1 

Start End 

128,674,252 128,674,455 

lntron 1-2 128,674,456 128,674,720 

E 2 128,674,721 128,674,800 xon 

lntron 2-3 128 ,67 4 ,80 ·1 128 ,678 ,934 

E 3 
128,678,935 128,679,014 xon 

lntron 3-4 128,679,015 '128,682 ,539 
Exon 4 128,682,540 128,682,578 

lntron 4-5 '128 ,682 ,579 128 ,691,301 

Exon ·5 128,691 ,302 128,691 ,412 

lntron 5-6 128,691,413 128,69"1,837 

Exon 6 128,691 ,838 128,691 ,927 

lntron 6-7 128 ,69 ·1 ,928 128 ,692 ,609 

Length Sequence 

204 TCTCAGCTCCCAGCTCCCCGCTCCCGGCTCCCGGCGCCCGGCGCCCGGCGCGGAGCTGTT 
CCTCAA.A .. CGACACGCAGCCGAGGTGGGTGGGTGTGGGGACGCGGGAGCCAGTGTCGTCGG 
ATCGGCCCGCAGTCCGCTGTCCTGCTGAGCCCGGAGGCCGCCTGGATGGAGCCGCCGCTC 
CCGGTCGGAGCCCAGCCGCTTGCC 

265 gtatccgccggagagaagggagagg .......... ggagacccttgactagcgcccgcat 
80 ACTGTCGAGGGTATGGAGATGA . .A.GGGTCCTCTCCGGGAGCCCTGCGCCCTGACCCTAGCC 

CAGAGGAACGGGCAATATGA 

4,134 gtaagtaaccacctgattcccacag .......... tttgatgcgttcttctgtttcctag 
80 GTTAATAJl. .. TCCAGTTGCATGAGAAGGAACAGCATGTTCA~GATATCATTCCTATAi\ATAG 

CCACTTCAGATGTGTTCAAG 

3,525 gtactagctttaattccttagctag ..... . .... tactctcttttttttcccctctcag 
39 AAGCAGAAGAAJl. .. CTCTTTTGATTGACATAGCTTCTAACA 

8 ,723 gtgagtatctttctgaatgtgcttg .......... atgtatggatttcaattctttttag 
111 GTGGCTGCAAJl..ATTCGGGTTCAGGGGGACTGGATCAGAGAGCGCCGCTTTGAA~TCCCTG 

ATGAGGAACACTGTTTGAAGTTCCTCTCAGCTGTCCTTGCTGCTCAGAAAG 

425 gtaactaaagactcagcgattttct .......... ctgaccatgaaccttatctctctag 
90 CTCAGTCACAGCTTCTTGTTCCAGAGCAJl...AAGGACTCATCTAGCTGGTACCAGAAATTAG 

ACACTA~GGACAJl..ACCTTCTGTTTTTTCAG 

682 gtactaaaaagttcctggtttcctt .......... tgactttggggtctgtgtctttcag 
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Exons 
lntrons 

Exon 7 

Start End 

128 ,692 ,610 128 ,692 ,730 

lntron7-8 128,692,73 '1 128,692 ,816 
128,692,817 128,692 ,978 

Exon 8 

lntron 8-9 128 692 979 128 694 526 
1 1 1 1 

Exon 9 128 ,694,527 128,694,628 

lntron 9-10 128,694,629 128,695,155 

Exon 10 128,695 '156 128 ,695 ,270 

lntron 10-11 128 ,695 ,271 128 ,696 ,360 

Exon 11 128,696,361 128,696,477 

lntron 11-12 128 ,696 ,4 78 '128 ,696 ,575 
128 ,696 ,576 128 ,696 '763 

Exon 12 

lntron 12-13 128 ,696 ,764 128 ,699 ,7 48 

Exon 13 128,699,749 '128 ,699,860 

lntron 13-14 128,699,861 128,701,230 

Length Sequence 

121 GGCTTCTTGGATTTGAAGACAATTTTTCTTCTATGAATTTGGACAAGAAAATAAATTCAC 
AAAATCAGCCTACTGGGATTCATCGGGAACCCCCACCTCCACCCTTTTCAGTGAATAAAA 
T 

86 gtaagtcccatgtgaaaacatattt .......... tttgaatctctcatttatttgctag 
162 GCTTCCACGTGAA.A.AAGAAGCTTCTAACAAGGAGCAGCCCAAAGTGACCAACACCATGCG 

GAAGCTCTTTGTACCAAATACCCAATCTGGGCAGCGGGAGGGTCTCATCAAACATATCCT 
GGCAAAGCGAGAGAAAGAATATGTCAACATTCAGACTTTCAG 

1,548 gttagtgtctcttttgcttcctgag .......... attatcttttcgtattatgtattag 

102 ATTTTTTGTTGGAACTTGGAATGTGAATGGCCAGTCTCCAGATAGCGGGTTAGAACCTTG 
GCTGAACTGTGATCCCAATCCTCCTGATATCTACTGCATTGG 

527 gtaaagaacacttctggaatttcct .......... gatctcatatcccttttttcctcag 
115 ATTCCAAGAACTGGACTTGAGCACAGAAGCCTTCTTCTACTTTGAATCTGTGAAGGAACA 

AGAATGGTCCATGGCTGTAGAGAGAGGTTTGCATTCCAAAGCCAAGTATAAGAAA 
1,090 gtaagccgcatttaattatcttttt .......... ttttgtaactccccggaactcatag 

'117 GT T CAACT GGT GCGCCT T GT T GGGAT GAT GCT T CT TAT AT TT GCCAGAAAGGAT CAGT GT 
CGATACATTCGTGATATTGCTACAGAAACAGTTGGAACTGGAATCATGGGGAAAATG 

98 gtgagttactttggaaatgagcttg ....... . .. attgaataattactcttgctaacag 

188 GGAAACAAAGGTGGGGTAGCTGTGAGATTTGTATTTCACAACACCACCTTTTGCATTGTC 
AATTCCCATCTGGCTGCACACGTGGAGGACTTTGAGAGAAGGAATCAAGATTATAAGGAC 
ATTTGTGCGAGAATGAGTTTTGTGGTCCCAAATCAGACCCTCCCGCAGTTGAACATCATG 
AAACATGA 

2 ,985 gt aagt ggt t aact cacct gt agcc .......... gt t cat acat t t t t t tg at cet t ag 

112 GGTTGTCATTTGGTTGGGAGATTTGAATTATAGACTTTGCATGCCTGATGCCAATGAGGT 
GAAAAGTCTTATTAATAAGAAAGACCTTCAGAGACTCTTGAAATTCGACCAG 

1,370 gtaagtaaagtttcattttatagçra .......... atttçratgcttctttctatctgtaçr 
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Exons 
lntrons 

Exon 14 

Start End 

128 ,70 '1 ,231 128,701 ,340 

Length Sequence 

110 CTAAATATTCAGCGCACACAGAAAAAAGCTTTTGTTGACTTCAATGAAGGGGAAATCAAG 
TTCATCCCCACTTATAAGTATGACTCTAAAACAGACCGGTGGGATTCCAG 

lntron 14-15 '128,701,341 128,703 ,240 1 ,900 gtaaagtaataagaaccttctcaca .......... ttataactcgtttctttacttacag 

'128 ,703 ,24 1 '128 ,703 ,3 76 
Exon 15 

lntron15-16 128,703,377 128,709,116 

Exon 16 
128,709 ,11 7 128,709,227 

lntron 16-17 128 ,709 ,228 128 ,709 ,873 
'128,709,874 128 ,7 '10,039 

Exon 17 

lntron 17-18 128 ,7 1 O ,040 128 ,710 ,293 

128,710,294 128,710,529 

Exon 18 

136 TGGGAAATGCCGGGTTCCAGCCTGGTGTGACCGAATTCTTTGGAGAGGAACAAATGTTAA 
TCAGCTTAATTATCGGAGTCACATGGAACTGAAAACCAGCGACCACAAGCCTGTTAGCGC 
CCTCTTCCATATTGGG 

5,740 gtaaacacttgtttgtacattcatt .......... gaaaagaggatacattttctttca9 
111 GTGAAGGTTGTGGATGAACGAAGGTACCGGAAAGTCTTTGAAGATAGTGTACGCATCATG 

GACAGAATGGAAAATGACTTCCTTCCTTCCTTAGAACTCAGCAGGAGGGAG 
646 9tgagcaaaaatacatgatctccct .......... ttt9tgtctgtctgttattccccag 

166 TTTGTGTTTGAAAATGTGAAGTTTCGGCAACTACAAAAGGAGAAGTTCCAGATCAGCAAC 
AATGGACAGGTTCCCTGCCATTTTTCTTTCATCCCTAAACTTAATGACAGCCAGTACTGC 
AAGCCATGGCTTCGGGCTGAACCTTTTGAGGGCTACTTGGAGCCAA 

254 gtgagttttccctttaccattgtct .......... ccat9tatcatctcttacatttc a9 

236 ATGAGACAGTGGACATTTCTCTTGATGTGTATGTCAGCAAAGACTCTGTAACCATCCTGA 
ACTCGGGAGAAGATAAGATTGAAGATATTCTCGTCCTTCACCTGGATCGAGGCAAAGATT 
ACTTCTTGACTATCAGTGGAAATTACCTCCCAAGTTGTTTTGGCACATCCTTAGAGGCTC 
TGTGCCGTATGAAAAGACCAATCCGAGAAGTTCCTGTTACCAAACT CATAGACTTG 

lntron 18-18a 128,710,530 '128,718,320 7,79·1 gtaagaac tgtcc caagacataaac .......... ctttcttttcctgctccgctctcag 

Exon 18a 128,7'18,321 128,7'18,344 24 GAAGAAGACAGCTTCCTAGAAAAG 
lntron 18a-19 128,7 '18,345 128,720,978 2,634 gtaatgcaatccattggtggttatg .......... attctcatacttttccatctattag 

Exon 19 128,720,979 128,721,095 117 GAGAAATCCCTTCTGCAAATGGTTCCTTTGGATGAAGGTGCCAGTGAGAGACCCCTTCAG 
GTTCCCAAGGAGATCTGGCTTCTAGTAGATCACCTATTCAAATACGCCTGTCACCAG 

lntron 19-20 128,721,096 128,722, 155 1,060 9taagtgagagtagaccttccctac .......... c ccttcattct9acttctttggtag 
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Exons 
lntrons 

Exon 20 

Start End 

128,722,156 128,722,240 

lntron 20-21 128,722,241 128,722,862 
128 ,722 ,863 128 ,722 ,990 

Exon 21 

lntron 21-22 128,722,991 128,723,821 

Exon 22 128 ,723 ,822 128 ,723 ,933 

lntron 22-23 '128 ,723 ,934 128,724,1 22 
Ex on 23 128,724,123 '128 ,726 ,528 

+ 
J'NTR 

Length Sequence 

85 GAGGACCTGTTCCAGACCCCTGGP..ATGCAGGAAGAGCTCCAGCAGATCATTGATTGTCTG 
GATACCAGCATTCCTGAGACAATCC 

622 gtatcctttgcgaccaaagcttaag .......... tttcccttgacttaagttgattcag 
128 CTGGCAGCAACCACTCTGTGGCTGAAGCACTGCTCATTTTCTTGGAAGCCCTGCCAGAGC 

CAGTCATCTGTTACGAGCTGTATCAGCGATGTCTTGACTCTGCTTATGATCCCCGGATCT 
GCCGACAG 

831 gtgggttctactgacctggggatgt .......... tgcctgcccctatttttaaaaacag 
112 GTGATCTCCCAGCTTCCGAGATGCCATAGA.A...A.TGTTTTCCGTTACTTGATGGCATTCCTT 

CGAGAACTCTTAA..A.ATTCTCTGAATAC.~TAGCGTCAATGCCA.~CATGATCG 

189 gtaagagtgcttcatgcaacacggg .......... cgcttgtctttctctcgtcttgtag 
2,406 CTACTCTCTTCACTAGTCTTCTCCTGAGGCCTCCACCCA..A.CCTTATGGCAAGACAGACTC 

CA..A.GTGACCGCCAGCGTGCTATTCAGTTCCTTCTGGGCTTTCTGCTTGGGAGCGAAGAAG 
ACTAAGGCTTTTACTGTTCTCTGATATTCTAGA.~GCAGACGATCTCGGGCTCCAAGTATT 

TCA~~~TGATTTP.~.A..A.AGTCATGCCACAGGAAGGGTCTATTGCAGA.~TTTCP..AGTTCTGT 

TTATAGTA..A.A.~GGA.~GAGCGTTTCCTA.~TCCCTCCTTTACCATATCCTACACAGA.~A.A.~ 

TACTTTTAGACTTATATTGCCP..AGCCP.~.AGTTACCATATTTTGGTGTTTTTGTGTTTTCT 

CTTTATP..AGGCP..A..A.A.~GATCTGTATTTACACTCCTTCACCTAGGGATGTGTTTGTTGCCC 

TCCTACCCP..ATTGTCATGATTGTCCTTAGTACCCTAGGCCTAGATTCTGAGATCTTCCCA 
TTCTAGGCCTAC.A...A.GCACTACTTGCTGTAGCTGAGACTTGTCTAGAGTCCTTTGTTTTGC 
ACTTTTGACCCACCCCTTCCTGGATCACTCCTTTGCACTCCACTCCCCTCGTTCTGTCAC 
TTTGA..A.CGP..AGTCTGAGTGAGGCTAGTGACTCCTTGGGTGTCCTCA.~CAGTGA..A.TTCACT 

GTCTGCGTGCAGTTATTACATGCATTTGTGCATTTCTACTACP..ATGGCATCTTTATGTCT 
CTGTAACATTGGCCTTTTCATGGCTCCACACTGGGTGGP..ACCATATTCTCTTAGATCACA 
TTTAGTAGCAT.A...A.CTGTAGGGACTATTAGAGATGGCATCTCATCGATGAGAGAGA.~TCAC 

••• 

Annexe 1 : Séquence des exons du gène OCRLJ (en noir), de leurs bornes introniques (en bleu) et des extrémités 5' et 3' non traduites (5' -NTR; 3'NTR en 
violet) (ENSG00000122126). Le nucléotide n°1 correspond au A de l'ATG souligné en rouge, début de la traduction. La taille (length) des exons et des introns 
est indiquée en nombre de paires de bases (pb ). La position de la première (start) et de la dernière (end) base des exons et des introns est indiquée en partant du 
télomère du bras court du chromosome X. 
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5'-non traduit 

- 165 TCTCA GCTCCCAGCT CCCCGCTCCC GGCTCCCGGC GCCCGGCGCC 
- 120 CGGCGCGGAG CTGTTCCTCA AACGACACGC AGCCGAGGTG GGTGGGTGTG GGGACGCGGG 
- 60 AGCCAGTGTC GTCGGATCGG CCCGCAGTCC GCTGTCCTGC TGAGCCCGGA GGCCGCCTGG 

ADNc codant 

1 ATGGAGCCGC CGCTCCCGGT CGGAGCCCAG CCGCTTGCCA I TGTCGAGGG TATGGAGATG Exon 1 
61 AAGGGTCCTC TCCGGGAGCC CTGCGCCCTG ACCCTAGCCC AGAGGAACGG GCAATATGAG Exon 2 
121 TTAATAATCC AGTTGCATGA GAAGGAACAG CATGTTCAAG ATATCATTCC TATAAATAGC Exon 3 
181 CACTTCAGAT GTGTTCAAGA AGCAGAAGAA ACTCTTTTGA TTGACATAGC TTCTAACAGT Exon 4 
241 GGCTGCAAAA TTCGGGTTCA GGGGGACTGG ATCAGAGAGC GCCGCTTTGA AATCCCTGAT Exon 5 
301 GAGGAACACT GTTTGAAGTT CCTCTCAGCT GTCCTTGCTG CTCAGAAAGC TCAGTCACAG 
361 CTTCTTGTTC CAGAGCAAAA GGACTCATCT AGCTGGTACC AGAAATTAGA CACTAAGGAC Exon 6 
421 AAACCTTCTG TTTTTTCAGG GCTTCTTGGA TTTGAAGACA ATTTTTCTTC TATGAATTTG Exon 7 481 GACAAGAAAA TAAATTCACA AAATCAGCCT ACTGGGATTC ATCGGGAACC CCCACCTCCA 
541 CCCTTTTCAG TGAATAAAAT GCTTCCACGT GAAAAAGAAG CTTCTAACAA GGAGCAGCCC Exon 8 601 AAAGTGACCA ACACCATGCG GAAGCTCTTT GTACCAAATA CCCAATCTGG GCAGCGGGAG 
661 GGTCTCATCA AACATATCCT GGCAAAGCGA GAGAAAGAAT ATGTCAACAT TCAGACTTTC 
721 AGATTTTTTG TTGGAACTTG GAATGTGAAT GGCCAGTCTC CAGATAGCGG GTTAGAACCT Exon 9 
781 TGGCTGAACT GTGATCCCAA TCCTCCTGAT ATCTACTGCA TTGGATTCCA AGAACTGGAC Exon 10 841 TTGAGCACAG AAGCCTTCTT CTACTTTGAA TCTGTGAAGG AACAAGAATG GTCCATGGCT 
901 GTAGAGAGAG GTTTGCATTC CAAAGCCAAG TATAAGAAAG TTCAACTGGT GCGCCTTGTT Exon 11 961 GGGATGATGC TTCTTATATT TGCCAGAAAG GATCAGTGTC GATACATTCG TGATATTGCT 
1021 ACAGAAACAG TTGGAACTGG AATCATGGGG AAAATGGGAA ACAAAGGTGG GGTAGCTGTG 
1081 AGATTTGTAT TTCACAACAC CACCTTTTGC ATTGTCAATT CCCATCTGGC TGCACACGTG Exon 12 
1141 GAGGACTTTG AGAGAAGGAA TCAAGATTAT AAGGACATTT GTGCGAGAAT GAGTTTTGTG 
1201 GTCCCAAATC AGACCCTCCC GCAGTTGAAC ATCATGAAAC ATGAGGTTGT CATTTGGTTG Exon 13 
1261 GGAGATTTGA ATTATAGACT TTGCATGCCT GATGCCAATG AGGTGAAAAG TCTTATTAAT 
1321 AAGAAAGACC TTCAGAGACT CTTGAAATTC GACCAGCTAA ATATTCAGCG CACACAGAAA Exon 14 1381 AAAGCTTTTG TTGACTTCAA TGAAGGGGAA ATCAAGTTCA TCCCCACTTA TAAGTATGAC 
1441 TCTAAAACAG ACCGGTGGGA TTCCAGTGGG AAATGCCGGG TTCCAGCCTG GTGTGACCGA Exon 15 1501 ATTCTTTGGA GAGGAACAAA TGTTAATCAG CTTAATTATC GGAGTCACAT GGAACTGAAA 
1561 ACCAGCGACC ACAAGCCTGT TAGCGCCCTC TTCCATATTG GGGTGAAGGT TGTGGATGAA Exon 16 1621 CGAAGGTACC GGAAAGTCTT TGAAGATAGT GTACGCATCA TGGACAGAAT GGAAAATGAC 
1681 TTCCTTCCTT CCTTAGAACT CAGCAGGAGG GAGTTTGTGT TTGAAAATGT GAAGTTTCGG 
1741 CAACTACAAA AGGAGAAGTT CCAGATCAGC AACAATGGAC AGGTTCCCTG CCATTTTTCT Exon 17 
1801 TTCATCCCTA AACTTAATGA CAGCCAGTAC TGCAAGCCAT GGCTTCGGGC TGAACCTTTT 
1861 GAGGGCTACT TGGAGCCAAA TGAGACAGTG GACATTTCTC TTGATGTGTA TGTCAGCAAA 
1921 GACTCTGTAA CCATCCTGAA CTCGGGAGAA GATAAGATTG AAGATATTCT CGTCCTTCAC 
19 81 CTGGATCGAG GCAAAGATTA CTTCTTGACT ATCAGTGGAA ATTACCTCCC AAGTTGTTTT Exon 18 
2041 GGCACATCCT TAGAGGCTCT GTGCCGTATG AAAAGACCAA TCCGAGAAGT TCCTGTTACC 
2101 AAACTCATAG ACTTGGAAGA AGACAGCTTC CTAGAAAAGG AGAAATCCCT TCTGCAAATG Exon 18a 
2161 GTTCCTTTGG ATGAAGGTGC CAGTGAGAGA CCCCTTCAGG TTCCCAAGGA GATCTGGCTT Exon 19 
2221 CTAGTAGATC ACCTATTCAA ATACGCCTGT CACCAGGAGG ACCTGTTCCA GACCCCTGGA 
2281 ATGCAGGAAG AGCTCCAGCA GATCATTGAT TGTCTGGATA CCAGCATTCC TGAGACAATC Exon 20 
2341 CCTGGCAGCA ACCACTCTGT GGCTGAAGCA CTGCTCATTT TCTTGGAAGC CCTGCCAGAG 
2401 CCAGTCATCT GTTACGAGCT GTATCAGCGA TGTCTTGACT CTGCTTATGA TCCCCGGATC Exon 21 
246 1 TGCCGACAGG TGATCTCCCA GCTTCCGAGA TGCCATAGAA ATGTTTTCCG TTACTTGATG Exon 22 2521 GCATTCCTTC GAGAACTCTT AAAATTCTCT GAATACAATA GCGTCAATGC CAACATGATC 
2581 GCTACTCTCT TCACTAGTCT TCTCCTGAGG CCTCCACCCA ACCTTATGGC AAGACAGACT 
2641 CCAAGTGACC GCCAGCGTGC TATTCAGTTC CTTCTGGGCT TTCTGCTTGG GAGCGAAGAA Exon 23 
270 1 GACTAA 
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3'-non traduit 

2667 GGCT TTTACTGTTC TCTGATATTC TAGAAGCAGA CGATCTCGGG CTCCAAGTAT 
2721 TTCAGAATGA TTTAAAAAGT CATGCCACAG GAAGGGTCTA TTGCAGAATT TCAAGTTCTG 
278 1 TTTATAGTAA AAAGGAAGAG CGTTTCCTAA TCCCTCCTTT ACCATATCCT ACACAGAAAA 
2841 ATACTTTTAG ACTTATATTG CCAAGCCAAA GTTACCATAT TTTGGTGTTT TTGTGTTTTC 
2901 TCTTTATAAG GCAAAAAGAT CTGTATTTAC ACTCCTTCAC CTAGGGATGT GTTTGTTGCC 
2961 CTCCTACCCA ATTGTCATGA TTGTCCTTAG TACCCTAGGC CTAGATTCTG AGATCTTCCC 
3021 ATTCTAGGCC TACAAGCACT ACTTGCTGTA GCTGAGACTT GTCTAGAGTC CTTTGTTTTG 
3081 CACTTTTGAC CCACCCCTTC CTGGATCACT CCTTTGCACT CCACTCCCCT CGTTCTGTCA 
3141 CTTTGAACGA AGTCTGAGTG AGGCTAGTGA CTCCTTGGGT GTCCTCAACA GTGAATTCAC 
3201 TGTCTGCGTG CAGTTATTAC ATGCATTTGT GCATTTCTAC TACAATGGCA TCTTTATGTC 
3261 TCTGTAACAT TGGCCTTTTC ATGGCTCCAC ACTGGGTGGA ACCATATTCT CTTAGATCAC 
3321 ATTTAGTAGC ATAACTGTAG GGACTATTAG AGATGGCATC TCATCGATGA GAGAGAATCA 
3381 CAATCAGAAT GGAAGCACTT TGAGTATCTG AAGAGTGAGA GCATTCATGT TTGACAGGTC 
3441 CTGCTTCCCA CTATCCTTTT CCTGTTATTA TTCAAATTTT ACACAAGGAC TAATCCTGGG 
3501 TGTCTCTGAG ACCCATCTCC TGCCTAGACA TCCACCTCCA GAGCAACACT GGCCCCACAG 
3561 TAAAAGAGGA AGTCTTGTAC CTCAGGCAGG CCCATCTAGA GCTATTGCTC CTTCCCACAG 
3621 CAAAGGTATT GTGGATGACC CTTAGAATCC ATTCTCTGGT CTTCTGAAAT ACCAAGGGCA 
3681 GATGTCACCT CCTTCCTCAG CAGGACTGAC TCTGGGCTCT ACAACCAGCT CCTTCACATA 
3741 AAGGGTTTAG AGACTCCCCT TGGCTCCCAG TCACCATATC CAGTGTTGTG TAAAGAGACT 
3801 GGCCAACAGG ACCAACCAAG CACCTTACCT CTCCCATACA AGATGACCCT CTGAGCTTTT 
3861 CATTTATTCA AGCTCTGTGG TACAGCCTTT TTTTAAAATA AATTAATCTA TATTGGTTGA 
3921 CAAACAAGCC ACCAACCACT GACTGCAAAA CTGCCTGATG CAGTTGGGTT CCTCCTGGTT 
3981 TTCTTTTGTT ACAACCACCC TTGCCTGTTT ACATTAATTG CAAGGAGCAT AACGTACAGG 
4041 CTGTATGTAC AATCCTGGGC ATTGACTCTG TGACATTTCT AGCATATCCA AGGCACCACC 
4101 AGTGATTTCT CCTGTTTCTT GGTGGGGGTG GGGGGGAAGG TACGTATTCT GCAATATGGC 
4161 TAAACCCTTT CCTGATTGAG AGTTAAAGCA ATAGGAGTCA AGTTACTGGT GCCACAGATC 
4221 TGGAGGTATG ATAGGTCAGG GGCTAGGTGT TGAACTTAGT TAATGGAAGA CTGAGAGCAG 
4281 AACAGGTTTG TCATCTCCGC AAGGCCAGAA AGTGATCACA AAAAGAGGCA GATGATAGAC 
4341 ACTGGGGTAG GGTCATACCA CAGGGAAATA CCTTTCCTGG GCTTGTTTTC TAGCATATCA 
4401 CTGACCTGGG ATCTTTGGGT GATCAAGGGT GTGGTTAGTG GAGGCTCTGT GCTGCACGTA 
4461 TGCAGTATCC TATCTCTTTC TACATCAGAT CAAAACACTA AGTTGGTGTA CTGCCTCGAC 
4521 CTTTTTTCAG CTCATCCTGG AACATATACA GAGTTGAGAG TTTTAGACAA TCTCTAGGTA 
4581 GAGGAGACAA GATGTAGACC CAGACAGAAG AAATCTGCTT CCCTACCATG GCTATTCCAG 
4 641 CACCCCAACC TGTAATTGCC AAGTCCTCTA AGGTACTAAT TTGTAGCTGC TCTGAAGTAA 
4701 GGATTTCGGA TTCAGCTGGT AGGGAAAGAC TCTGCACCTG CTGTCTTAGG GAAGAAATGG 
4 7 61 TTCAAATCCA TGTGGTGACA TTGCATTAGT CTCCCTTTCA CTGTTTTCTT ATTCTGTAAT 
4841 TGTTTGTTAT ATTTCCCAAA AACGTCTTGA TCACTAAGCA AAGCTGCTAG TGGGATTCTA 
4901 TATTTCGTGT CATCTTTTTT ATTATAATTT ATTGCAAATT TTTTTCTGAA TAAATATATG 
4 96 1 TTGTGTGAAA AA 

Annexe 2 : Séquence de l'ADNc codant d'OCRLJ (NM_000276) ainsi que ses extrémités 5' et 3' non 
traduites. La séquence des différents exons est alternativement représentée en noir et en bleu au niveau 
de l'ADNc codant. En rouge sont représentés le codon stai1 A TG et le codon stop T AA. Les 
polymorphismes de la région codante sont surlignés en : c.51 C>T. 
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COUTTON Charles 
.~ 

Mise au point du dosage génique du gène OCRLJ par Multiplex Ligation-dependent 
Probe Amplification (MLP A). Application au syndrome de Lowe et à la maladie de 
Dent. 

RESUME 

Le syndrome de Lowe et la maladie de Dent sont deux maladies génétiques très rares de 
transmission récessive liée au chromosome X chez lesquelles des délétions du gène OCRLJ 
ont été décrites. Bien que simple à détecter chez un homme, ces réarrangements sont délicats 
à mettre en évidence chez les femmes potentiellement conductrices de la maladie avec les 
techniques de diagnostic de première intention (ex : séquençage) en raison de la présence des 
deux chromosomes X et donc de 2 copies du gène OCRLJ. Leur détection, de même que la 
détection d'autres réarrangements génomiques potentiellement causals de la maladie tels que 
les duplications ou les délétions en mosaïque, imposent l'utilisation de techniques 
quantitatives complémentaires souvent longues, fastidieuses et peu résolutives. 
La technique de Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) se distingue des 
autres techniques quantitatives par sa rapidité et son excellente résolution. Ainsi, 24 sondes 
MLP A spécifiques ont été modélisées et validées pour quantifier rapidement et simplement le 
gène OCRLJ. Cette technique a permis de préciser le statut de conductrice de 5 femmes avec 
un apparenté atteint porteur d'une délétion génomique d' OCRLJ. Enfin, malgré sa sensibilité, 
aucune délétion ou duplication n'a été retrouvée chez 15 patients présentant un tableau 
incomplet voire typique du syndrome de Lowe pour deux d'entre eux, et chez lesquels 
l'analyse préalable par séquençage d'OCRLJ s'était révélée non contributive. 
Notre technique MLPA spécifique du gène OCRLJ est fiable et robuste et ainsi applicable en 
routine comme méthode diagnostique complémentaire du séquençage pour le syndrome de 
Lowe et la maladie de Dent. C'est un outil simple et performant pour déterminer le statut des 
femmes potentiellement conductrices de délétions. De plus les résultats de notre étude 
démontrent que les duplications du gène OCRLJ sont des événements probablement 
exceptionnels. Ils fragilisent un peu plus l'hypothèse que les réarrangements génomiques en 
mosaïque ou les duplications contribueraient à expliquer la fraction de patients avec un 
phénotype plus ou moins complet et pour lesquels aucune mutation n'avait pu être identifiée 
avec les techniques conventionnelles. 
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