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I. PREMIERE PARTIE 

 

I.1. INTRODUCTION  

Les quatre membres sont formés pendant l’embryogenèse à partir de bourgeons constitués 

de cellules issues du mésoderme latéral bornées par l’ectoderme (1). La croissance du bourgeon 

se fait selon trois axes et implique de très nombreuses voies de signalisation et facteurs de 

croissance : 

- L’axe proximo-distal (croissance de la racine du membre aux orteils/doigts) : le pôle 

apical ectodermique et la zone de progression sous-jacente produisent des facteurs de 

croissance de la famille des FGF. 

- L’axe dorso-ventral (différenciation du dos de la main/pied vers la face palmaire) : 

l’ectoderme dorsal produit WNT7A tandis que la face ventrale produit EN-1. 

- L’axe antéro-postérieur (différenciation du pouce/gros orteil au 5e doigt) : la zone 

d’activité polarisante située dans le mésoderme postérieur produit SHH. La 

concentration décroissante de SHH vers le pôle antérieur produit un gradient 

morphogène. 

En parallèle à cette croissance en trois dimensions des bourgeons de membres, d’autres facteurs 

interviennent spécifiquement au bourgeon supérieur ou inférieur afin de permettre l’identité du 

membre. Il s’agit principalement du facteur de transcription TBX5 pour le membre supérieur 

et de PITX1 et TBX4 pour le membre inférieur.  

Dans un premier temps, PITX1 permet l’induction du bourgeon inférieur et la croissance du 

membre inférieur par l’expression de TBX4. D’autre part, indépendamment de TBX4, PITX1 

participe à la morphogenèse globale du membre inférieur (2). En effet, PITX1 se lie à de 

nombreux enhancers de gènes nécessaires au développement osseux, musculaire et tendineux 

du membre inférieur, dont SOX9 qui code pour un facteur de transcription impliqué dans la 

chondrogenèse (3). 

Chez le poulet et la souris, l’expression ectopique de Pitx1 au niveau du bourgeon supérieur 

induit une expression de Tbx4 et conduit à la formation d’une aile/patte avant qui présente des 

caractéristiques similaires aux pattes arrière (4,5) 
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En plus de son rôle dans le développement et l’identité des membres inférieurs (4,6,7),  

PITX1 est un gène exprimé dans l’hypophyse, dans le premier arc branchial et les structures qui 

en découlent (et plus particulièrement les os maxillaires) ainsi que dans le mésenchyme latéral 

et le bourgeon de membre (8).. Ce gène est très conservé parmi les espèces et sa régulation joue 

un rôle crucial dans l’évolution du pelvis, en particulier dans la phylogenèse des poissons (9).  

PITX1 fait partie, avec PITX2 et PITX3, d’une famille de gènes codant pour des facteurs 

de transcription à homéodomaine de type bicoïde. La lysine en position 50 de l’homéodomaine 

reconnait l’avant dernier C du motif TAATCC des gènes cibles (6). Le domaine OAR (pour 

otp/aristaless/rax) est un autre domaine fonctionnel très conservé situé à l’extrémité N-terminal 

de la protéine dont la fonction n’est pas encore pleinement comprise. Des mutations du gène 

PITX2 causent le syndrome d’Axenfield-Rieger (OMIM 180500), des dysgénésies du segment 

antérieur (OMIM 137600) ou des dermoïdes en anneau de la cornée (OMIM 180550). Des 

mutations de PITX3 sont décrites chez des patients avec cataracte, dysgénésie du segment 

antérieur ou encore des anomalies du développement oculaire variable (OMIM 107250 et 

610623).  

A ce jour, deux syndromes associés à PITX1 sont connus : le syndrome de Liebenberg 

(OMIM 186550) et le syndrome « Pieds varus équins plus ou moins associés à une hémimélie 

tibiale et/ou une polydactylie préaxiale » (OMIM 119800). Pour ces deux syndromes, les 

atteintes malformatives ne concernent que les membres.  

Les patients ayant un syndrome de Liebenberg ont une dysplasie des os du coude, des anomalies 

de la forme des os du carpe entrainant une déviation radiale des mains et une brachydactylie. 

Ces malformations sont localisées aux membres supérieurs dont les caractéristiques 

radiologiques rappellent celles des membres inférieurs (10,11).  

Le syndrome « Pieds varus équins plus ou moins associés à une hémimélie tibiale et/ou une 

polydactylie préaxiale » est un syndrome très rare qui ne comporte que des malformations des 

membres inférieurs (12–15). 

Nous présentons dans ce travail la caractérisation clinique et moléculaire de 3 patients 

présentant un syndrome jamais rapporté auparavant, lié à des mutations faux sens du gène 

PITX1.  
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I.2. SUJETS ET METHODES  

 

Sujets 

Les patients ont été évalués par un généticien au cours d’une consultation au sein d’un 

Centre Labélisé Anomalies du Développement (CLAD). Les patients 1 et 2 ont été vus au sein 

du CLAD du CHU de Lyon et le patient 3 a été pris en charge au CLAD du CHU de Montpellier. 

Nous avons obtenu un consentement valide pour la recherche et pour l’autorisation de la 

diffusion des données médicales pour les 3 patients de l’étude.  

 

Méthodes 

Exome  

Le génome est composé d’environ 3 milliards de nucléotides. L’ensemble des gènes 

représente environ 1 à 2% du génome (16). Le séquençage à haut débit (SHD) est une technique 

puissante, rapide, efficace et dont le coût est désormais abordable. Cette technologie permet de 

séquencer en une fois, non plus un ou plusieurs exons, mais plusieurs gènes (panel de gènes), 

les parties exoniques de tous les gènes d’un individu (exome), voire même le génome entier. Il 

est possible de proposer en routine diagnostique la réalisation de panel de gènes lorsque le 

phénotype clinique du patient est évocateur d’une entité nosologique bien définie. L’étude du 

génome, bien que techniquement possible, n’est actuellement pas encore disponible en routine 

dans la plupart des centres en France. Quant à la réalisation d’exome, cette analyse se 

démocratise progressivement mais reste pour l’instant réservée à un nombre restreint de patients 

sur le territoire français.   

Le SHD suit plusieurs étapes dites analytiques successives qui comprend l’extraction d’ADN, 

la préparation de la librairie, l’amplification clonale et enfin, le séquençage. Puis, les données 

générées sont traitées par des outils bio-informatiques afin de permettre aux biologistes 

d’identifier le ou les variants pathogènes.  

Les trois patients rapportés dans cette étude ont bénéficié d’une étude de l’exome, réalisée selon 

la méthode décrite ci-dessous : 
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- Extraction d’ADN : l’ADN des patients a été extrait à partir des globules blancs issus 

de prélèvements sanguins prélevés sur tube EDTA par extractions automatiques d’ADN 

sur colonne (Kit Macherey Nagel). 

- Préparation de la librairie : l’ADN est fragmenté sous l’action d’une lyse mécanique par 

ultrasons à l’aide d’un sonicateur qui permet d’obtenir des brins d’environ 200 paires 

de bases. Les brins d’ADN ainsi générés sont réparés pour que leurs extrémités soient à 

bout franc. Puis l’étape d’A tealing consiste en l’ajout d’un nucléotide à l’extrémité afin 

de permettre la ligation d’un adaptateur puis d’un code barre. Ce code barre est 

spécifique pour un même patient permettant par la suite de mélanger les échantillons de 

plusieurs patients (multiplexage). Une étape de PCR permet de sélectionner les brins 

valides. Ces brins sont alors hybridés à la biotine puis capturés par liaison à la 

streptavidine couplée à des billes magnétiques. La capture d’exome a été réalisée avec 

les kits de recherche clinique SureSelect (Agilent). Les lavages successifs permettent de 

ne retenir que les fragments d’ADN d’intérêt et d’éliminer tous les autres fragments 

(purification). 

- Amplification clonale de chaque fragment d’ADN : les brins, grâce à leur adaptateur, 

se fixent par complémentarité à une amorce située sur une « flow cell ». L’amplification 

se fait par une PCR dite « en pont ». 

- Séquençage de tous les fragments amplifiés : les séquenceurs Illumina, NextSeq 500 

pour le patient 1 et 2 et HiSEQ 2500 pour le patient 3, ont été utilisés. Les produits 

d’amplifications de chaque brin ont été séquencées par polymérisation de nucléotides 

marqués fluorescents. Ce signal lumineux est ensuite transformé en une données de 

séquence. Tous les brins sont séquencés en mode paired-end (2X150 bp ou 2X75 bp). 

De très nombreuses données sont produites par le SHD et des outils bio-informatiques sont 

nécessaires pour traiter et interpréter ces résultats bruts. On parle alors du processus post 

analytique. Il faut notamment aligner les lectures de séquences générées sur une séquence de 

référence puis identifier les variants du patient (« variants calling »). Le séquençage d’exome 

génère pour chaque patient en moyenne 30 000 variants qu’il convient alors de filtrer pour ne 

retenir que le (ou les) variant(s) impliqué(s) dans la pathologie étudiée. Pour restreindre 

progressivement le nombre de variants, il convient d’annoter chaque variant, c’est-à-dire de 

compiler les informations disponibles pour chacun d’entre eux. Ainsi, il sera possible de les 

trier selon le mode d’hérédité suspecté, d’exclure les variants présents dans les bases de données 

de polymorphismes (GnomAD), de sélectionner les variants prédits comme pathogènes par les 
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logiciels de prédiction (SIFT, Mutation Taster, CADD score), de rechercher leur occurrence 

pour d’autres patients ou encore de connaitre la conservation du nucléotide ou de l’acide aminé 

parmi les espèces (PhyloP). Pour cela, un logiciel bio-informatique interne développé par le 

service de génétique de Lyon est utilisé qui intègre entre autres la base de données Alamut.   

Les variants candidats identifiés par séquençage à haut débit ont été confirmés par un 

séquençage Sanger selon un protocole classique (amplification par réaction polymérase en 

chaine suivie d’une réaction de séquence). 

 

GeneMatcher  

Le rendement diagnostique de l’exome est compris entre 10 et 40% selon les indications. 

Il est donc fréquent que l’exome ne permette pas d’emblée d’identifier un variant retenu comme 

pathogène. Toutefois, certains variants dans des gènes non connus en pathologie humaine ou 

connus en association à des phénotypes différents peuvent être de bons gènes candidats. 

GeneMatcher est un site internet gratuit (17) développé par une équipe américaine qui permet 

le partage, à l’échelle internationale, de ces gènes candidats (18). Les chercheurs et les 

cliniciens qui soumettent le même gène candidat sur le site sont mis en relation et peuvent alors 

comparer le phénotype de leur patient. Si leur phénotype est comparable, ceci conforte la 

pathogénicité des variants identifiés. GeneMatcher est donc un outil essentiel qui a déjà prouvé 

son efficacité pour l’identification de nouveaux gènes impliqués en pathologie humaine (19). 
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I.3. RESULTATS  

 

Description clinique 

Patient 1 

Le patient 1 est le premier enfant d’un couple non apparenté. Les échographies 

anténatales avaient mis en évidence un retard de croissance intra-utérin et un polyhydramnios. 

Le caryotype standard réalisé sur le liquide amniotique n’avait pas identifié de déséquilibre 

chromosomique. L’enfant était né à terme par césarienne. Son poids de naissance était de 2,440 

kg (<3e percentile), sa taille de naissance était de 45,5 cm (<3e percentile) et le périmètre crânien 

de naissance était de 34,3 cm (30e percentile). L’examen clinique réalisé à la maternité 

retrouvait une micrognathie associée à des difficultés alimentaires, une cryptorchidie bilatérale 

et un flessum des genoux. Le développement psychomoteur était bon : il n’a pas eu de retard 

dans l’acquisition du langage, il a tenu assis à l’âge de 7 mois et la marche a été acquise à 17 

mois. Il est à noter que, du fait du flessum des genoux, l’enfant avait développé une tendance à 

marcher sur la pointe des pieds avec une attitude en équinisme. Il a bénéficié de deux 

interventions d’abaissement testiculaire à l’âge de 15 mois et de 5 ans.   

Lorsqu’il avait été revu à l’âge de 3 ans et 8 mois, il mesurait 89,5 cm (-2,5DS), pesait 

12,400 kg (3e percentile) et avait un périmètre crânien de 50 cm (-0,5DS). L’examen clinique 

mettait en évidence un petite taille modérée, des fentes palpébrales étroites, un nez fin, des 

oreilles basses implantées et un rétromicrognathisme, une diminution de l’amplitude des 

genoux, une hyperlordose et des pieds équins. Il n’y avait pas d’anomalie évidente au niveau 

des membres supérieurs. Lorsqu’il a été revu à 7 ans et 5 mois, il mesurait 112cm (-2DS), pesait 

19 kg (12e percentile) et son périmètre crânien était de 52,5 cm (M). Par ailleurs, il suit une 

scolarité normale. 

Il y avait une hypoplasie rénale gauche à l’échographie abdominale. Le bilan de la fonction 

rénale réalisé dans les suites a révélé une insuffisance rénale modérée (créatinine plasmatique 

à 57 μmol/L pour une normale entre 25 et 42 μmol/L). L’échographie cardiaque était normale. 

Du fait de sa petite taille et de la cryptorchidie, il avait bénéficié d’une consultation 

endocrinologique. Le bilan hormonal avait retrouvé un taux bas d’hormone anti-müllerienne 
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(300 pmol/L pour une norme entre 441 et 2352), évoquant une possible dysfonction testiculaire. 

Il n’y avait pas de cause hormonale retenue pour la petite taille.  

A l’âge de 5 ans et 7 mois, l’âge osseux était retardé de 2 ans (évalué à environ 3 ans et ½). Les 

radiographies retrouvaient l’hypoplasie mandibulaire déjà évidente sur le plan clinique, des 

ailes iliaques étroites et un retard net d’ossification des rotules. A l’âge de 7 ans, une nouvelle 

radiographie des genoux montrait un seul point d’ossification rotulien (Figure 1 A, page 22).  

Sur le plan génétique, l’Analyse Chromosomique sur Puce à ADN (ACPA) n’a pas mis 

en évidence de déséquilibre chromosomique cryptique pathogène.  

 

Patient 2 

La patiente 2 est la mère du patient 1. Elle présente un phénotype similaire à celui de 

son fils. Elle avait aussi présenté un retard de croissance intra-utérin. A sa naissance à terme, 

elle pesait 2,200 kg (<3e percentile). Elle avait une micrognathie qui a nécessité un traitement 

orthodontique. Elle avait bénéficié d’un traitement par hormone de croissance de l’âge de 7 à 

17 ans en raison d’une petite taille.  

Sur le plan orthopédique, elle avait développé une hyperlordose qui avait été prise en charge 

par corset. De plus, une trochléoplastie du genou gauche avait été réalisée du fait d’une 

instabilité secondaire à une hypoplasie rotulienne. La naissance de son fils s’était faite par 

césarienne car son bassin était trop étroit pour permettre un accouchement par voie basse.  

A l’âge de 30 ans, elle mesure 1,60 m. Les radiographies objectivent des ailes iliaques étroites 

et la micrognathie retrouvée à l’examen clinique (Figure 1 B, page 23). 

 

Patient 3 

Le troisième patient est le seul enfant d’un couple non apparenté. Le couple avait eu 

deux fausses couches et a fait une interruption médicale de grossesse pour trisomie 21. La 

grossesse avait été obtenue après un parcours de fécondation in vitro avec injection de sperme 

du conjoint ; elle s’était déroulée sans particularité.  
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Le patient était né à 38SA + 3 jours par césarienne pour anomalie du rythme cardiaque 

fœtal. A la naissance, il mesurait 3,130 kg (47e percentile), mesurait 49 cm (47e percentile) et 

avait un périmètre crânien de 33 cm (17e percentile). Il présentait une séquence de Pierre Robin 

et un flessum sévère des genoux associés à une agénésie bilatérale des rotules confirmée à 

l’échographie.  

La radiographie du bassin avait mis en évidence une hypoplasie des branches ischio-pubiennes. 

Il avait aussi un micropénis et une cryptorchidie bilatérale.  

L’IRM des genoux, réalisée à l’âge de 2 ans et 10 mois, a confirmé l’agénésie patellaire 

bilatérale et a retrouvé une agénésie bilatérale du pivot central et du ménisque. De plus, 

l’appareil extenseur est exclusivement tendineux ; au genou droit, il est luxé latéralement tandis 

qu’au niveau du genou gauche, il est subluxé et en position antéro-latérale.  

Au dernier examen clinique, à l’âge de 6 ans, il pesait 16,8 kg (1,5DS) pour une taille de 113 

cm (M) et un périmètre crânien de 51,2 cm (-0 ,5DS).  

Il a suivi une scolarité normale. Malgré de nombreuses interventions chirurgicales, il ne 

peut actuellement pas marcher en raison des limitations fonctionnelles liées au flessum.  

L’échographie cardiaque et rénale ainsi que l’ACPA étaient normales.  

Les photographies et les clichés radiographiques du patient 3 sont présentés dans la 

Figure 1C (page 24). 

Les caractéristiques cliniques principales des trois patients sont synthétisées dans le Tableau 1 

(page 25). 
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Figure 1 : Phénotype clinique et radiologique des patients 1, 2 et 3. 

(A) Phénotype du patient 1.  

Photographies corps entier de profil  (3 ans et 8 mois) ; hyperlordose et flessum des 

genoux.  

Photographies de face et de profil du visage (6 ans et ½) ; on note des fentes palpébrales 

étroites, un nez fin, des oreilles basses implantées et un rétromicrognathisme.  

Radiographie du crâne de profil et du bassin de face (3 ans et 8 mois) ; on note 

l’hypoplasie mandibulaire et des ailes iliaques étroites.  

Radiographie du genou de profil (7 ans) ; ossification ponctiforme de la rotule.  
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(B) Phénotype de la patiente 2.  

Radiographie du squelette EOS, face et profil ; on note une discrète micrognathie, 

une hyperlordose et des ailes iliaques étroites.  
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(C) Phénotype du patient 3.  

Photographies du visage (en période néonatale et à 6 ans) et du genou droit ; on note 

une fente palatine postérieure dans le cadre d’une séquence de Pierre-Robin, des fentes 

palpébrales étroites, un rétromicrognathisme et un flessum marqué des genoux. 

Radiographie du bassin de face (période néonatale) ; retard d’ossification des branches 

ischio-pubiennes.  

IRM du genou (2 ans et 10 mois) ; agénésie patellaire. 
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Tableau 1 : Caractéristiques cliniques principales observées chez les patients rapportés. 

 
Patient 1 Patiente 2  

(mère du patient 1) 
Patient 3 Total  

Sexe, âge Garçon, 7 ans Femme, 35 ans Garçon, 6 ans 1 fille, 2 
garçons 

Micrognathie + + + 3/3 

Séquence de 
Pierre Robin 

- - + 1/3 

Anomalies 
des genoux 

Flessum, 
hypoplasie 
rotulienne 

Hypoplasie et 
instabilité 
rotulienne  

Flessum, agénésie 
rotulienne 

3/3 

Anomalies 
du bassin 

Ailes iliaques 
étroites 

Ailes iliaques 
étroites 

Retard ossification 
branches ischio-

pubiennes 

3/3 

Hyperlordose + + - 2/3 
Extrémités Pieds équins, 

brachy-
clinodactylie des 

orteils 

Normales Normales 1/3 

Petite taille 
de début 
anténatal 

+ + - 2/3 

Anomalies 
génito-

urinaires 

Cryptorchidie, 
hypoplasie 
rénale avec 

discrète 
insuffisance 

rénale 

- Cryptorchidie, 
micropénis 

2/2 garçons 
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Résultats d’exome 

Chez les patients 1 et 2, l’étude en séquençage à haut débit d’exome a permis de mettre 

en évidence la mutation faux sens c.793G>T à l’état hétérozygote dans le gène PITX1 

(p.Gly265Cys) (Chr5(GRCh37):g.134364621C>A, NM_002653). La mutation n’a pas été 

retrouvée chez les grands-parents maternels du patient 1 : elle est donc survenue de novo chez 

la patiente 2. Ce variant n’est pas situé sur un domaine fonctionnel connu. 

Concernant le patient 3, la mutation c.412A>C (p.Lys138Gln) du gène PITX1 a été 

identifiée (Chr5(GRCh37):g.134365002T>G, NM_002653.4). Cette même mutation a été 

retrouvée chez son père asymptomatique en mosaïque (dans 6% des cellules sanguines).  

Ces deux variants n’ont pas été retrouvés en population générale sur GnomAD et sont prédits 

comme pathogènes sur les différents logiciels de prédictions : délétères sur SIFT (score à 0), 

Mutation Taster (score à 1) et Polyphen 2 (score à 1 pour la mutation c.793G>T et à 0,997 pour 

la mutation c.412A>C). Ces mutations changent des acides aminés qui sont conservés parmi 

les espèces. Tous ces arguments sont donc en faveur de la pathogénicité de ces variants. 

Le gène PITX1 ayant été identifié comme un gène candidat, il a été enregistré sur le site 

GeneMatcher par l’équipe de Lyon et de Montpellier. Ces deux équipes ont ainsi été mises en 

relation et la comparaison des tableaux cliniques des patients a permis de confirmer le rôle 

pathogène des variants retrouvés.  



27 
 

I.4. DISCUSSION 

 

Le syndrome de Liebenberg et le syndrome « Pieds varus équins plus ou moins associés à 

une hémimélie tibiale et/ou une polydactylie préaxiale » sont à ce jour les deux syndromes 

connus en lien avec des anomalies de PITX1. 

La première description clinique du syndrome de Liebenberg date de 1973 (10) et c’est en 

2012 que l’anomalie moléculaire a été identifiée chez cette grande famille historique incluant 

33 patients sur 7 générations. Le membre supérieur présente des caractéristiques cliniques et 

radiologiques rappelant celles des membres inférieurs (Figure 2 A, B et C, page 28). Au niveau 

du coude, l’extrémité distale de l’humérus est plus large et l’extrémité proximale de l’ulna est 

plus allongée. De plus, l’oléocrane est absent. Au niveau du carpe, le triquetrum et le pisiforme 

sont fusionnés en un seul os de forme comparable au calcanéum. La partie distale du scaphoïde 

ressemble à la tête du talus tandis que le lunatum prend une forme carrée et ressemble au 

cuboïde (11). A ce jour, au total 6 familles de patients ayant un syndrome de Liebenberg ont 

été caractérisées sur le plan moléculaire dans la littérature. Il y a quatre familles avec une 

délétion de 8,5 à 275 kb, toutes situées en amont de PITX1 (11,20–22). Une duplication de 0,42 

Mb incluant le gène PITX1 a été retrouvée pour la cinquième famille (23). Et enfin, une 

translocation t(5;18)(q31.1;q12.3) de novo incluant le gène PITX1 a été identifiée chez un 

enfant (20). Ces réarrangements chromosomiques perturbent les domaines topologiques de 

régulation de l’ADN en affectant un élément non codant cis-régulateur de PITX1 : H2AFY. Aux 

membres supérieurs, H2AFY agit comme frontière qui permet d’isoler PITX1 de Pan-limb 

enhancer (Pen), son promoteur principal. En l’absence de l’expression de PITX1, le membre 

supérieur se développe correctement. En cas de délétion, translocation ou duplication de 

H2AFY, l’environnement régulateur de PITX1 est perturbé. H2AFY ne joue plus son rôle de 

barrière entre PITX1 et son promoteur Pen : PITX1 est donc exprimé de manière ectopique aux 

membres supérieurs par endoactivation (Figure 2 D et E, page 29). Les membres supérieurs 

acquièrent alors lors de la morphogenèse des caractéristiques propres aux membres inférieurs 

(24,25). Le syndrome de Liebenberg est donc un syndrome cliniquement très spécifique dont 

le mécanisme moléculaire sous-jacent est relativement bien compris.   
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Figure 2 : Syndrome de Liebenberg : un syndrome cliniquement et radiologiquement 

reconnaissable, élucidé sur le plan moléculaire.  

(A) Photographies illustrant la malformation des membres supérieurs, tirées de l’article de 

Spielmann, 2012 (20) . Noter la déviation radiale des mains et l’élargissement des poignets. 

 

 

 

 

(B) Radiographies illustrant la malformation des coudes, tirées de l’article de Spielmann, 2013 

(24). De profil, absence de l’olécrane chez les patients atteints du syndrome de Liebenberg. De 

face, élargissement de l’extrémité distale de l’humérus et de l’extrémité proximale de l’ulna qui 

entraine une ressemblance du coude avec le genou.  

 

 

                                           

 

 

 

(C) Radiographies illustrant la malformation du carpe, tirées de l’article de Al-Quattan, 2013 

(11). Le triquetrum et le pisiforme sont fusionnés et forment un os comparable au calcanéum. 

La partie distale du scaphoïde ressemble à la tête du talus et le lunatum ressemble au cuboïde. 

 

 

 

   

Patient sain Syndrome de Liebenberg 

Coude Coude Genou Coude 
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(D) Domaines topologiques autour du gène PITX1, schéma tiré de l’article de Spielmann, 2013 

(24). Physiologiquement, H2AFY (en vert) est un élément non codant cis-régulateur de PITX1 

qui agit aux membres supérieurs comme frontière de régulation. Il permet d’isoler PITX1 de 

son promoteur principal Pen (en rouge). PITX1 n’est donc pas exprimé. 

 

 

(E) Dans le cas de patients atteints de syndrome de Liebenberg, H2AFY est délété ou déplacé 

et n’agit plus comme frontière de régulation, ce qui entraine une expression pathologique de 

PITX1. Schéma tiré de l’article de Spielmann, 2013 (24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sujets atteints du syndrome de Liebenberg Sujets sains  
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Le syndrome « Pieds varus équins plus ou moins associés à une hémimélie tibiale et/ou une 

polydactylie préaxiale » avait été décrit en 2008 par Gurnett et son équipe chez une famille 

(12). Le cas index présente des pieds varus équins avec polydactylie préaxiale et une hémimélie 

tibiale (Figure 3A, page 31). D’autres membres de la famille présentent des anomalies 

malformatives des membres inférieurs : six ont des pieds varus équins, deux des talons obliques 

bilatéraux et trois une hypoplasie patellaire. La mutation p.E130K a été identifiée chez tous ces 

patients ainsi que chez certains membres conducteurs obligatoires asymptomatiques. Les études 

fonctionnelles sont en faveur d’un effet dominant négatif de cette mutation faux sens sur 

l’activité de PITX1.  

La même équipe a ensuite rapporté la description de 3 membres d’une même famille ayant 

des pieds varus équins et une petite taille (<-2DS) et une microdélétion de 241 kb incluant 

PITX1 (Figure 3B, page 31) (13). De plus, une délétion dans PITX1 de 35 nucléotides avec 

décalage du cadre de lecture (p.A256Rfs*303) a été identifiée chez un patient avec pieds varus 

équins, polydactylie préaxiale et hémimélie tibiale (Figure 3C, page 32). Enfin, deux fœtus 

interrompus présentaient des pieds varus équins avec une polydactylie en miroir . L’un 

présentait de plus une hémimélie tibiale (Figure 3D, page 32) et le second présentait, entre 

autres, un ptérigium poplité bilatéral. Une délétion chromosomique, respectivement de 4,9 Mb 

et de 5,7 Mb incluant PITX1, a été retrouvé chez ces deux patients (14).  

Il est à noter que Rosenfeld et son équipe ont rapporté trois patients porteurs de grandes 

délétions emportant PITX1 (15). L’un d’entre eux, dont la délétion fait 8 Mb, a, entre autres, 

des pieds varus équins, une polydactylie préaxiale et une séquence de Pierre Robin. Néanmoins, 

compte tenu de la taille des délétions, ces patients présentent un tableau clinique beaucoup plus 

riche et pas spécifiquement évocateur d’un syndrome « Pieds varus équins plus ou moins 

associés à une hémimélie tibiale et/ou une polydactylie préaxiale ». 

Le Tableau 2 (page 33) résume les caractéristiques principales des patients rapportés atteints 

d’un syndrome « Pieds varus équins plus ou moins associés à une hémimélie tibiale et/ou une 

polydactylie préaxiale ». Il est intéressant de noter que l’hypoplasie patellaire, le ptérigium 

poplité, la petite taille et la fente palatine, observés chez les patients que nous rapportons, ont 

été observés de manière inconstante dans ce syndrome (12–14).  
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Figure 3 : Photographies et radiographies de la littérature de patients ayant un syndrome 

« Pieds varus équins plus ou moins associés à une hémimélie tibiale et/ou une polydactylie 

préaxiale ». 

 

(A) Pieds varus équins bilatéraux prédominant à droite, polydactylie préaxiale bilatérale et 

hémimélie tibiale droite chez le patient index de la famille décrite par Gurnett (12). 

 

        

 

 

 

 

 

 

(B) Pieds varus équins isolés chez un patient de la famille décrite par Alvarado (13). 
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(C) Pieds varus équins bilatéraux, polydactylie préaxiale bilatérale et hémimélie tibiale droite 

chez un patient décrit par Klopocki (14). 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(D) Pieds varus équins et polydactylie en miroir chez un fœtus mort-né à 34 semaines de 
gestation décrit par Klopocki (14). 
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Des modèles animaux d’anomalies du gène PITX1 ont été aussi rapportés. L’équipe de 

Szeto et celle de Lanctot ont étudié un modèle de souris KO pour le gène Pitx1 (7,8). Le 

phénotype de ces souris Pitx1-/- est sévère et un grand nombre d’entre elles décède à la 

naissance.  

Au niveau cranio-facial, la mandibule est hypoplasique avec un micro-rétrognatisme 

plus ou moins associé à une fente palatine et à une langue bifide. De plus, elles ont un pelvis et 

des pattes arrière plus petits, une agénésie patellaire et une plus petite taille. L’identité du 

membre inférieur de celles qui survivent est perturbée : l’extrémité proximale du tibia et de la 

fibula sont anormales et ont une morphologie comparable à l’extrémité proximale du radius et 

de l’ulna (figure 4 A et B, pages 35 et 36). 

Pour Lanctot, l’ischion et le pubis est de petite taille, l’ilion est absent (figure 4 C, page 36).  

Du fait de l’expression hypophysaire connue de Pitx1, Szeto et son équipe ont étudié les 

différents types cellulaires de l’hypophyse : les cellules gonadotropes et thyréotropes sont 

moins nombreuses, contrairement aux cellules corticotropes, relativement plus nombreuses.  

 Quant aux souris qui ont une inactivation du gène à l’état hétérozygote, ni Szeto ni 

Lanctot n’avaient décrit de phénotype associé (7,8). Toutefois, Alvarado a observé des pattes 

arrière en varus équin pour 8,9% d’entre elles. Il est associé à cette malformation une hypoplasie 

de l’artère péronière et une patte de plus petite taille due à une hypoplasie osseuse et musculaire. 

Ce sont aussi des souris qui sont plus petites que les souris contrôles.  
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Figure 4 :  

Anomalies squelettiques (pelvis, pattes arrière, mandibule et maxillaire supérieur) chez 

les embryons de souris Pitx1 -/- . 

(A) En haut : raccourcissement de la mandibule et des pattes arrière (respectivement la flèche 

noire et la flèche blanche) chez les souris Pitx1 -/- ;  

En bas : pattes avant sans anomalie, pelvis de petite taille, et au niveau des pattes arrière, fémur 

de petite taille et absence de rotule chez les souris Pitx1 -/-. 

Figures tirées de l’article de Szeto, 1999 (7). 

 

Pattes avant Pattes arrière Pelvis 
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(B) En haut : réduction majeure de la taille de la mandibule mise en évidence après marquage 

osseux chez les souris Pitx1 -/- ;  

En bas : non fermeture du palais osseux mise en évidence par scanner à microscopie 

électronique du maxillaire supérieur (en crochet) chez les souris Pitx1 -/- 

Figures tirées de l’article de Szeto, 1999 (7). 

 

 

 

 

 

 

 

(C)  A gauche, pelvis non disséqué chez la souris Pitx1 -/- : absence de l’ilion (il). A droite, 

pelvis après dissection : absence d’ilion, diminution de la taille de l’ischion et du pubis 

Figure tirée de l’article de Lanctot, 1999 (8). 

 

 

 

  

 

 

  

+/-                            -/-                     +/-    -/- 
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Il est intéressant de noter que le phénotype osseux des souris dont le gène Pitx1 est 

inactivé à l’état homozygote ressemble fortement au phénotype des trois patients rapportés dans 

la présente étude.  

Même si la souris n’est pas un modèle complétement superposable à l’homme, sur la 

base de ces études sur modèle animal nous évoquons l’hypothèse pathogénique suivante : le 

syndrome « Pieds varus équins plus ou moins associés à une hémimélie tibiale et/ou une 

polydactylie préaxiale » pourrait être due à une perte de fonction du gène PITX1 à l’état 

hétérozygote ou entrainant un effet dominant négatif modéré tandis que le syndrome que nous 

décrivons ici pourrait être dû à des mutations ayant un effet dominant négatif plus sévère.  

Il est à noter qu’une mutation faux-sens au niveau de l’homéodomaine du gène PITX2 

avec effet dominant négatif a été décrite chez un patient qui présente un syndrome de Rieger 

plus sévère que le syndrome classiquement décrit (26). Il s’agit de la mutation p.K88E qui 

touche l’homéodomaine en position 50.  Cet acide aminé interagit avec le cinquième et sixième 

nucléotide de la séquence TAATCC auquel la protéine à homéobox se lie. Les auteurs ont 

démontré que la protéine mutée ne se lie plus correctement à l’ADN secondairement à la 

modification stérique. Par conséquent, il y a un défaut de son activité trans-activatrice. De plus, 

ils suggèrent que la suppression de l’activité de la protéine sauvage par la protéine mutée peut 

être expliquée par la formation d’hétérodimère Pitx2 sauvage/Pitx2 muté.  

La mutation p.K138Q que nous rapportons change l’acide aminé à la même position 50 

de l’homéodomaine de PITX1 sur la troisième hélice α qui est un acide aminé qui interagit avec 

l’ADN (Figure 5 A-B, page 38). Ce changement d’acide aminé modifie très probablement la 

conformation 3D de la protéine, ce qui pourrait perturber la liaison entre la protéine et l’ADN 

(Figure 5 C, page 39).  

Des études fonctionnelles sont actuellement en cours dans le cadre d’une collaboration avec le 

service de génétique du CHRU de Lille, afin de caractériser les mécanismes pathogéniques du 

syndrome ici rapporté et de vérifier l’hypothèse évoquée. 
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Figure 5 : Localisation au niveau protéique des mutations de PITX1 rapportées dans la 

présente étude et de celles décrites dans la littérature (A et B) et modélisation 3D de l’effet 

de la mutation p.K138Q en position 50 sur l’homéodomaine du gène PITX1 (C).  

 

(A) Localisation des mutations au niveau protéique : en orange la mutation p.G265C des 

patients 1 et 2 et la mutation p.K138Q du patient 3, en violet la mutation p.E130K du patient 

décrite par Gurnett en 2008 (12) et la mutation p.A256Rfs*303 décrite par Kloposki en 2012 

(14).  

Les domaines fonctionnels : en bleu l’homéodomaine et en vert le domaine OAR. 

 

 

(B) Localisation de la mutation p.K138Q du patient 3 au sein de l’homéodomaine de PITX1 : 

la flèche indique que cette mutation est localisée en position 50 et est située au niveau de la 

troisième hélice alpha de l’homéodomaine; les points verts représentent les sites d’interaction 

avec l’ADN. 

 

 

    K138 en position 50 de l’homéodomaine  
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(C) Comparaison du DNA binding domain (DBD) de PITX2 humaine avec les prédictions de 

structure 3D du DBD de PITX1 humaine native et mutée p.K138Q :  

A gauche : modélisation 3D du complexe formé par l’homéodomaine de PITX2 (en violet) et 

l’ADN (en vert).  

A droite : prédiction de la structure 3D de l’homéodomaine de PITX1 ; en orange l’acide aminé 

K et en rouge l’acide aminé Q muté. Ce changement d’acide aminé à la position 50 de 

l’homédomaine de PITX1 modifie la conformation 3D de la protéine ce qui pourrait perturber 

la liaison entre la protéine et l’ADN.  
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Les pieds varus équins, la polydactylie en miroir ou préaxiale et l’hypoplasie/agénésie 

patellaire sont des malformations des membres inférieurs déjà associées à PITX1. Jusqu’alors 

l’atteinte du pelvis et de la mandibule observée chez la souris n’avait jamais été décrite chez 

l’homme. Nous rapportons la présentation clinique de trois patients qui confirme l’importance 

de PITX1 dans le développement des membres inférieurs, mais aussi du pelvis et de la 

mandibule. 

Il est intéressant de noter que les patients 1 et 3 présentent une cryptorchidie associée chez 

le patient 3 à un micropénis. Cela évoque l’hypothèse que ces anomalies du développement des 

organes génitaux masculins puissent faire partie du phénotype de ce syndrome.  

PITX1 est un facteur de transcription de nombreux gènes, dont TBX4 et, probablement 

dans une moindre mesure, SOX9.  

De manière intéressante, il existe quelques similarités phénotypiques avec les patients 

atteints du syndrome coxo-podo-ischio patellaire (OMIM 147891) causé par des mutations dans 

le gène TBX4. Ces patients présentent une hypoplasie-agénésie patellaire, des anomalies du 

bassin (ossification absente, retardée ou irrégulière de la jonction ischio pubienne, des incisures 

infra acétabulaires) et des anomalies des pieds (il existe un espace large entre le premier et le 

second orteil, le quatrième et cinquième rayons des pieds sont plus courts et les pieds peuvent 

être plats). Certains patients ont, de plus, une micrognathie et parfois une fente palatine 

associées (27–31). 

En cas de mutation du gène SOX9 ou de réarrangement chromosomique perturbant son 

expression, les patients présentent une dysplasie campomélique (OMIM 114290) associant des 

anomalies osseuses et extra osseuses. Ils présentent une dysmorphie faciale, des os longs courts 

et arqués, une hypoplasie des scapulas, une trachéomalacie engageant le pronostic vital, des 

anomalies du développement des organes génitaux masculins (hypospade, cryptorchidie, 

jusqu’à une réversion sexuelle complète) mais aussi d’autres signes communs au syndrome que 

nous décrivons ici : séquence de Pierre Robin et pieds bots varus équins. Certains patients ont 

aussi une hypoplasie patellaire, un pelvis de petite taille (notamment les ailes iliaques) ou un 

défaut d’ossification ischio-pubienne (32).  

Un spectre commun d’anomalies du développement a été évoqué dans la littérature 

médicale pour les pathologies liées aux gènes TBX4 et SOX9 (33,34). Le syndrome que nous 

décrivons étend ce spectre aux pathologies liées à la voie PITX1-TBX4-SOX9, incluant 
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notamment des malformations des membres inférieurs (hypoplasie/agénésie patellaire, 

anomalies du bassin), une atteinte mandibulaire (séquence de Pierre Robin, micrognathie, fente 

palatine) et la possible présence d’anomalies des organes génitaux masculins.  

Le diagnostic différentiel de la séquence de Pierre Robin et de l’hypoplasie/agénésie 

patellaire peut être complexe. La séquence de Pierre Robin peut se présenter de manière isolée 

ou dans le cadre de très nombreux tableaux syndromiques (35). Concernant 

l’hypoplasie/agénésie patellaire, plus de 35 syndromes sont rapportés dans la base de données 

London Medical Database. Le syndrome Nail Patella (OMIM 161200) et le syndrome 

RAPADILINO (OMIM 266280) sont par exemple élucidés sur le plan moléculaire 

(respectivement causés par des mutations de LMX1B et RECQL4) mais beaucoup d’autres ne 

le sont pas encore (36,37). L’association entre une micrognathie avec ou sans fente palatine et 

une hypo/aplasie rotulienne doit faire évoquer, dans le diagnostic différentiel, la possible 

présence d’une mutation du gène PITX1.  

En conclusion, nous rapportons la caractérisation clinique et moléculaire d’un nouveau 

syndrome autosomique dominant, associant des anomalies du développement du premier arc 

branchial, des rotules et du pelvis ; une petite taille et une anomalie des organes génitaux 

masculins peuvent également s’associer.  

Nous proposons pour cette pathologie le nom de syndrome MPP (Mandibular-Pelvic-

Patellar syndrome). Ce syndrome est cliniquement reconnaissable ce qui permet de l’évoquer 

en consultation et, en cas de confirmation moléculaire, d’apporter un conseil génétique adapté. 

Cette étude étend le spectre des pathologies liées aux mutations du gène PITX1 et 

évoque un spectre commun d’anomalies du développement liées à la voie PITX1-TBX4-SOX9.  

Nous poursuivons actuellement ce projet avec la réalisation d’études fonctionnelles en 

collaboration avec le Service de génétique du CHRU de Lille, afin de caractériser les 

mécanismes pathogéniques spécifiques de cette pathologie par rapport aux autres pathologies 

alléliques comme le syndrome de Liebenberg et le syndrome « Pieds varus équins plus ou moins 

associés à une hémimélie tibiale et/ou une polydactylie préaxiale ».   
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ABSTRACT  

BACKGROUND: PITX1 (OMIM 602149) is a transcription factor essential for hindlimb 

morphogenesis. Two PITX1-related human disorders have been reported to date. First, the 

Liebenberg syndrome (OMIM 186550), due to PITX1 ectopic expression, characterized by the 

presence of malformed upper limbs showing a “lower limbs appearance”. Secondly, a 

syndromic picture including clubfoot, the possible presence of right tibial hemimelia and 

preaxial polydactyly (OMIM 119800) due to PITX1 deletions or point mutation. Interestingly, 

the Pitx1-/- mouse model shows a distinct phenotype including small mandible and cleft palate, 

hypoplastic pelvis, and patellar agenesis.  

OBJECTIVE: To report the clinical and molecular characterization of a novel syndrome due to 

PITX1 mutations. 

RESULTS: Patient 1 presented with micrognathia, knee flessum deformity, prenatal onset short 

stature and urogenital anomalies. His mother (patient 2) showed similar skeletal abnormalities. 

Patient 3 was an unrelated child presenting with Pierre-Robin sequence, severe knee flessum 

deformity and genital abnormalities. Radiological features for all of them included mandibular 

hypoplasia; patellar hypo/aplasia; and pelvis abnormalities such as narrow iliac wings (2/3) and 

ischiopubic branch hypoplasia (1/3).  

Whole exome sequencing detected PITX1 heterozygous missense mutations: c.793G>T in 

patient 1 and de novo in patient 2; c.412A>C in patient 3 and in a mosaic status (6% in blood 

cells) in his asymptomatic father.  

DISCUSSION: The patients here reported show a novel distinct recognizable syndrome 

including first branchial arch, patellar and pelvic developmental abnormalities, possibly 

associated with short stature and male genital anomalies. We propose to name this condition 

Mandibular-Pelvic-Patellar syndrome (MPP syndrome). The inheritance pattern is autosomal 

dominant.  

PITX1 closely interacts with TBX4 and SOX9 which act as downstream targets; interestingly, 

MPP syndrome show a partial phenotypic overlap with the Small patella syndrome (OMIM 

147891), caused by mutations in the TBX4 gene, and the Camptomelic dysplasia due to SOX9 

anomalies. Our study expands the spectrum of PITX1-related syndromes and suggests a 

common pattern of developmental abnormalities in disorders of the PITX1-TBX4-SOX9 

signaling pathway.  
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INTRODUCTION 

The PITX1 gene (paired-like homeodomain transcription factor 1, OMIM 602149) codes for a 

bicoid class of homeodomain proteins. PITX1 is an important transcription factor containing 

homeobox, mostly expressed in the lateral mesenchyme and developing hindlimb bud, the 

pituitary gland and the derivatives of the first branchial arch. This gene plays, among others, an 

essential role in hindlimb morphogenesis (1). Two main PITX1-related syndromes have been 

reported to date. First, the Liebenberg syndrome (OMIM 186550), due to PITX1 ectopic 

expression, is characterized by the presence of malformed upper limbs showing a “lower limbs 

appearance” (2-3). Secondly PITX1 deletions or point mutation cause a syndrome characterized 

by clubfoot possibly associated with right tibial hemimelia and preaxial polydactyly (OMIM 

119800) (4-7).  

We report the clinical and molecular characterization of a previously undescribed syndrome 

characterized by mandibular, patellar and pelvic abnormalities, observed in a family (mother 

and son) and an unrelated child, due to missense mutations in the PITX1 gene.  

 

SUBJECTS AND METHODS 

Subjects 

The 3 patients were evaluated by clinical geneticists in two French Referral Centers for 

developmental abnormalities (Lyon and Montpellier). Specific written informed consent was 

obtained from the two families. 

Whole Exome Sequencing (WES) 

Concerning patient 1 and 2, exome capture was performed using SureSelect Clinical Research 

Exome kit (Agilent). The resulting libraries were paired-end sequenced (2X150 bp) on a 

NextSeq 500 (Illumina).  

Concerning patient 3, genomic DNA was captured using Agilent in-solution enrichment 

methodology (SureSelect Human All Exon Kits Version 5, Agilent) with their biotinylated 

oligonucleotides probes library (Human All Exon v5 – 50 Mb, Agilent), followed by paired-

end 75 bases massively parallel sequencing on Illumina HiSEQ 2500.  
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RESULTS 

Patient 1. 

Patient 1 was the first child of unrelated parents. The pregnancy was characterized by 

intrauterine growth restriction and polyhydramnios. Amniocentesis was performed and 

standard karyotype was normal. The child was born at term by caesarean section. At birth, his 

weight was 2440g (<3th centile), his length was 45.5 cm (<3th centile) and his occipital-frontal 

circumference (OFC) was 34.3cm (30th centile). Micro-retrognathia with feeding difficulties 

and bilateral cryptorchidism were noted, as well as flexion deformity of the knees requiring 

physical therapy and splints. Psychomotor development was strictly normal: the child started 

sitting at the age of 7 months, he started walking at the age of 17 months, on tiptoes due to 

equinovarus feet. Speech was normal. He underwent surgical intervention twice for 

cryptorchidism at the age of 15 months and 5 years.  

The child was reviewed at the age of 3 years and 8 months. On clinical examination, his OFC 

was 50 cm (-0.5SD), his height was 89.5 cm (-2.5SD) and his weight was 12.400 kg (3th 

centile). Dysmorphic features were noted including micrognathia, a thin nose, narrow palpebral 

fissures, low-set ears, limitation of knees extension, hyperlordosis, and equinus deformity of 

the feet. Upper limbs were normal. He was referred to an endocrinologist because of short 

stature and undescended testes. At 5 years and 7 months, bone age was evaluated to 3.5 years 

and hormonal tests ruled out growth hormone deficiency. Anti-Müllerian Hormone blood levels 

were low (300 pmol/L, normal range: 441-2352), suggesting possible testicular dysfunction. A 

skeletal survey showed a small mandible with a striking mandibular obtuse angle, narrow iliac 

wings and absence of patellar ossification. Echocardiography was normal. Renal ultrasounds 

scan (USS) revealed left kidney hypoplasia; renal function tests showed mild stable renal 

insufficiency (blood creatinine level: 57 μmol/L); 200 kb chromosomal microarray (CMA) 

ruled out cryptic chromosomal imbalance.  

He was reviewed at the age of 7 years and 5 months. His OFC was 52.5 cm (M), his height was 

112 cm (-2SD) and his weight was 19 kg (12th centile). Knees X-rays confirmed the patellar 

hypoplasia. He attended mainstream school (Figure 1A).  

Whole Exome Sequencing found a c.793G>T heterozygous missense mutations in PITX1 gene 

(p.Gly265Cys) (Chr5(GRCh37):g.134364621C>A, NM_002653), confirmed by Sanger 

sequencing. 
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Patient 2. 

Patient 1’s mother showed a similar phenotype. She was born to healthy unrelated 

parents. Her intra uterine development was marked by growth retardation. She was born at term; 

her birth weight was 2200 g (<3th centile). She had micrognathia requiring orthodontic 

appliance. Short stature was noted, and the patient had growth hormone treatment from the age 

of 7 years to 17 years. She had hyperlordosis requiring corset and knees instability due to 

patellar hypoplasia requiring left trochleoplasty. She gave birth by cesarean section due to a 

narrow pelvis. At the age of 33 years, her height was 160 cm. Dysmorphic features included 

narrow palpebral fissures, micrognathia and a thin nose. A skeletal survey showed micrognathia 

and narrow iliac wings (Figure 1B). PITX1 molecular analysis showed the same c.793G>T 

heterozygous missense mutation found in her son. Her parents did not carry the familial 

mutation.  

Patient 3.  

This boy was the first and only child born from unrelated parents after in vitro 

fertilization with intracytoplasmic sperm injection. Parents had previously had one abortion for 

Down’s syndrome and two miscarriages. Pregnancy was normal. He was born at 38 weeks and 

3 days of gestation by cesarean section for abnormal fetal rhythm. Birth parameters were within 

the normal range: weight was 3130g (47th centile); length was 49 cm (47th centile) and OFC 

was 33cm (17th centile).  

At birth, Pierre Robin Sequence was noticed as well as micropenis, bilateral cryptorchidism, 

and severe knee flexion deformity. A patellar agenesis was confirmed by USS and skeletal X-

rays also revealed ischiopubic branch hypoplasia (Figure 1C).  

He was reviewed at the age of 6 years. His weight was 16,8 kg (-1.5 SD), his height was 113 

cm (M) and his OFC was 51,2 cm (-0.5 SD). He attended mainstream school, but he was unable 

to walk alone due to the severe knee flexion deformity, in spite of several surgical interventions. 

Knee Magnetic Resonance Imaging (MRI), performed at the age of 2 years and 10 months, 

confirmed the agenesis of patella as well as of the central pivot and meniscus of both knees. 

The extensor apparatus was exclusively tendinous and was dislocated laterally on the right side 

and subluxed in an antero-lateral situation on the left side. Heart and renal USS as well as CMA 

were normal (Figure 1C).  
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WES showed the presence of c.412A>C (p.Lys138Gln) mutation in PITX1 gene 

(Chr5(GRCh37):g.134365002T>G, NM_002653.4), which was confirmed by Sanger 

sequencing. PITX1 molecular analysis showed the presence of the c.412A>C mutation in 

patient 3’s asymptomatic father in a mosaic status (6% of blood cells). 

These two missense variants found in these three patients are predicted “disease 

causing” by the SIFT and Mutation taster software and “probably pathogenic” by Polyphen-2 

(with a score respectively to 1 and 0,997); the involved nucleotides are well conserved among 

species. 

 

DISCUSSION 

In this paper we report the clinical and molecular characterization of a previously 

undescribed syndrome characterized by craniofacial, pelvis and knee developmental 

abnormalities due to PITX1 missense mutations. We propose to name this condition 

Mandibular-Pelvic-Patellar syndrome (MPP syndrome).  

PITX1 codes for a transcription factor mostly expressed in the lateral mesenchyme and the 

developing hindlimb bud, the pituitary gland and the derivatives of the first branchial arch. This 

gene plays an essential role in hindlimb morphogenesis by interacting with various regulatory 

elements including those of TBX4 and SOX9 (1,8). 

PITX1 is part of a bicoid-related homeobox-gene family, including also PITX2 (OMIM 601542) 

and PITX3 (OMIM 602669). PITX2 and PITX3 are also involved in autosomal dominant human 

diseases. PITX2 mutations caused Axenfield-Rieger syndrome, anterior segment dysgenesis or 

ring dermoid of cornea and PITX3 lead to cataract or multiple subtypes of anterior segment 

dysgenesis. 

Two main PITX1-related syndromes have been reported to date. The Liebenberg syndrome 

(OMIM 186550), characterized by malformations of upper limbs acquiring radiological 

features similar to lower limbs, is caused by 5q31.1 rearrangements involving putative PITX1 

regulatory elements. Several genomic rearrangements were described: 8,5 to 275 kb deletions 

upstream to PITX1 (3,9-11), duplication including PITX1 (12), translocation (whose breakpoint 

is located upstream to PITX1) (9). All these structural genomic anomalies lead to a disruption 

of a regulatory landscape Topologically Associated Domain (TAD) by deletion or removal of 
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the H2AFY insulator. This results in an ectopic expression of PITX1, stimulated by the Pan-

limb enhancer (Pen), in the forelimb buds, which explains the development of “lower limb 

morphology” (13). 

“Congenital clubfoot with or without deficiency of long bones and/or mirror-image polydactyly 

syndrome” (OMIM 119800) was reported by Gurnett and al. for the first time (4).  The reported 

patient had bilateral clubfeet with preaxial polydactyly and right-sided tibial hemimelia. Among 

the 8 other patients of the same family, 5 have clubfeet, and 3 have patellar hypoplasia. The 

p.E130K was identified in all the affected family members as well as in some asymptomatic 

obligate carriers, suggesting incomplete penetrance. Functional analyses supported the 

hypothesis of a dominant negative effect. Similarly, Alvarado described a 241 kb microdeletion 

identified in patients from a 3 generations family presenting with isolated clubfoot (5). A PITX1 

intragenic deletion (c.765_799del, p.A256R*303) was found in a patient with bilateral preaxial 

polydactyly, equinus talipes and right-sided hemimelia (6). Two fetuses described by Klopocki 

had talipes equinovarus and mirror-image polydactyly. Moreover, one of them had left single 

lower leg bone and the second a popliteal pterygium. These patients carried deletions of 

respectively 4,9 and 5,7 Mb including PITX1. Finally, Rosenfeld reported a few patients 

carrying large deletions including PITX1 and clinically presenting with various multiple 

congenital abnormalities. Interestingly, one patient, harboring an 8Mb deletion, showed a 

complex phenotype including bilateral clubfeet, preaxial polydactyly and Pierre Robin 

sequence (15). The “congenital clubfoot with or without deficiency of long bones and/or mirror-

image polydactyly syndrome” is therefore due to either PITX1 haploinsufficiency or a point 

mutation with dominant negative effect. 

Various PITX1 mouse models have been reported. Szeto and al. reported a Pitx1 -/- mouse 

showing a distinct phenotype including reduced pelvis size, patellar agenesis, mandibular 

hypoplasia and a cleft palate (14). Because Pitx1 is expressed in the pituitary gland, these 

authors studied the mice pituitary cell types and demonstrated a reduction of gonadotrope and 

thyrotrope cell. Interestingly, 8,9 % of Pitx1-/+ mice showed clubfoot-like features (5).  

The phenotype of the three patients reported in the present study shows striking similarities to 

the Pitx1-/- mouse model. Therefore, we speculate that the p.K138Q and the p.G265C 

mutations might lead to a dominant-negative effect more severe than the p.E130K mutation 

described by Gurnett et al. The localization of the PITX1 missense mutations reported to date 

is shown in figure 1D. Interestingly, the PITX2 p.K88E missense mutation has been described 
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in association with a severe form of Rieger syndrome (15). This mutation causes a dominant-

negative effect and it is located in the homeodomain at position 50, which is the same position 

of the PITX1 p.K138Q mutation. This mutation may change the 3D homeodomain 

conformation and disrupt the PITX1 DNA binding (Figure 1E-F). Functional analyses are 

currently ongoing in order to clarify the pathogenic mechanisms of the MPP syndrome. 

The clinical phenotypes of Liebenberg syndrome and the “Congenital clubfoot with or without 

deficiency of long bones and/or mirror-image polydactyly syndrome” emphasize the important 

role of PITX1 in limbs development. Our report also confirms its essential role in the 

development of the mandible, pelvis and male genitalia. The main features of the PITX1-related 

disorders are summarized in Table 1. 

PITX1 closely interacts with TBX4 and SOX9 (1,8). It is interesting to point out that MPP shows 

a phenotypic overlap with Small patella syndrome (OMIM 147891), which is caused by 

mutations in TBX4. Patients affected by Small patellar syndrome present with patellar agenesis 

or hypoplasia, pelvic anomalies (notably ischiopubic branches hypoplasia), and feet 

abnormalities; the possible presence of micrognathia and cleft palate has also been reported 

(16). MPP syndrome also displays a partial clinical overlap with Campomelic dysplasia (OMIM 

114290), caused by SOX9 mutations or chromosomal rearrangements involving SOX9 

regulatory elements (17,18). The phenotype of this condition includes dysmorphic facial 

features, bowed femora, hypoplastic scapula, as well as abnormal development of male 

genitalia, the possible presence of clubfoot, patellar hypoplasia, Pierre Robin sequence, and 

pelvic abnormalities. Hence, a common pattern of developmental abnormalities affecting 

mandible, pelvis, lower limbs and male genitalia is observed in disorders of the PITX1-TBX4-

SOX9 pathway. 

Pierre Robin sequence can be isolated or part of several syndromic pictures (19). Patellar 

agenesis/hypoplasia is reported in more than 35 syndromes included in the London medical 

Database. The association between these two developmental abnormalities should suggest, in 

the differential diagnosis, the hypothesis of MPP syndrome.  

In conclusion, we report the clinical and molecular characterization of a novel distinct 

recognizable syndrome including first branchial arch, patellar and pelvic developmental 

abnormalities, possibly associated with short stature and male genital anomalies. We propose 

to name this condition Mandibular- Pelvic-Patellar (MPP) syndrome. The inheritance pattern is 

autosomal dominant. Our study expands the spectrum of the PITX1-related syndromes and 
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suggests a common pattern of developmental abnormalities in disorders of the PITX1-TBX4-

SOX9 signaling pathway.   
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Figure 1: Clinical and molecular characterizations of the patient 1, 2 and 3.  

(A-C) Clinical and radiological phenotypes. 

(A) Patient 1 aged 3 years and 8 months: note hyperlordosis and flexion deformity of the knees. 

At 6 years and 6 months of age, note dysmorphic facial features including micrognathia, a thin 

nose, narrow palpebral fissures and low-set ears. X-rays performed at the age of 3 years and 8 

months showing hypoplastic mandible and narrow iliac wings. Knee X-rays performed at the 

age of 7 years showing a severe delay of patellar ossification. 

(B) X-ray of patient 2: note hyperlordosis and narrow iliac wings 

(C) Patient 3 in the neonatal period and at 6 years of age: note cleft palate, micrognathia, narrow 

palpebral fissures and knee flexion deformity. X rays performed in the neonatal period: note 

delayed ossification of ischiopubic branches. Knee MRI performed at the age of 2 years and 10 

months: note patellar agenesis. 

(D) DNA localization of PITX1 mutations.  

In orange mutations of our patients and in purple, mutations from patients of the literature. 

(E-F) DNA and protein localization of the p.K138Q.  

(E) The p.K138Q mutation is located on the α3 helix at the homeodomain position 50. The 

green dots indicate DNA interaction sites.  

(F) On the left: 3D structure of the DNA binding domain of human PITX2 (DNA in green and 

homeodomain in purple). On the right, 3D modelization of the human PITX1 homeodomain for 

the native K amino acid in orange and for the mutant Q amino acid in red. 
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RESUME 

 

CONTEXTE : PITX1 (OMIM 602149) est un facteur de transcription essentiel pour la 

morphogenèse des membres inférieurs. Deux pathologies sont associées à des anomalies de ce 

gène : le syndrome de Liebenberg (OMIM 186550) secondaire à une expression ectopique de 

PITX1, caractérisé par une malformation des membres supérieurs et le syndrome “Pieds varus 

équins plus ou moins associés à une hémimélie tibiale et/ou une polydactylie préaxiale” causé 

par des délétions ou mutation faux-sens de PITX1. Les souris KO pour le gène PITX1 ont une 

mandibule de petite taille, une fente palatine, un pelvis hypoplasique et une agénésie patellaire. 

OBJECTIF : Caractériser cliniquement et moléculairement un nouveau syndrome lié à des 

mutations faux-sens du gène PITX1. 

RESULTAT : Le patient 1 présente un micrognathie, une atteinte patellaire, un retard de 

croissance et des anomalies génitales. Sa mère, la patiente 2, présente un phénotype osseux 

comparable.  Le patient 3 présente une séquence de Pierre Robin, un flessum sévère des genoux 

et des anomalies génitales. De plus, les radiographies objectivent pour ces 3 patients une atteinte 

du bassin (ailes iliaques de petite taille ou hypoplasie des branches ischio-pubiennes). L’exome 

a mis en évidence la mutation faux sens c.793G>T chez les patients 1 et 2 et la mutation 

c.412A>C chez le patient 3 dans PITX1. 

DISCUSSION : Ces 3 patients présentent un syndrome reconnaissable associant des anomalies 

du développement du premier arc branchial, du bassin et des rotules pouvant être associées à 

une petite taille et chez les garçons, a des anomalies génitales. Nous proposons d’appeler ce 

syndrome de transmission dominante le syndrome Mandibulo-Coxo-Patellaire. PITX1 interagit 

avec TBX4 et SOX9. Le syndrome coxo-podo-patellaire lié à des mutations de TBX4 et la 

dysplasie campomélique causée par des mutations de SOX9 présentent un phénotype 

chevauchant avec le syndrome que nous décrivons ici. Cette étude étend donc le spectre des 

pathologies liées aux mutations de PITX1 et fait émerger la notion de pathologies liées à la voie 

PITX1-TBX4-SOX9.  

 

 


