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149 rue de Sèvres, 75743 Paris Cedex 15, France

Auteur correspondant : Stanislas Lyonnet, stanislas.lyonnet@inserm.fr
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Résumé – Les gènes majeurs du développement présentant des patrons d’expression
complexes sont souvent entourés d’un désert génique particulièrement riche en régions
non codantes hautement conservées au cours de l’évolution. L’expression de ces gènes
dans de nombreux territoires au cours du développement nécessite une régulation co-
ordonnée dans le temps et l’espace, orchestrée par certaines de ces régions conservées
non codantes agissant comme des éléments régulateurs de transcription. SOX9 est un
gène essentiel à de nombreux processus développementaux, comme la chondrogénèse,
le développement des cellules de crêtes neurales et le développement testiculaire. En
accord avec ces principaux territoires d’expression, l’haplo-insuffisance de SOX9 liée
à des altérations de sa séquence codante conduit à un syndrome polymalformatif –
la dysplasie campomélique – dont les signes majeurs sont une atteinte osseuse, une
séquence de Pierre Robin (SPR) et une anomalie de différentiation sexuelle (Disorder
of Sex Development, DSD). SOX9 est localisé dans un désert génique de ∼2,5 Mb
extrêmement riche en séquences conservées. Nous avons utilisé le locus SOX9 et
la dysplasie campomélique comme modèle d’étude pour montrer qu’un ou plusieurs
endophénotypes d’un syndrome complexe peuvent résulter d’une dérégulation tissu-
spécifique de la transcription d’un gène majeur du développement. Notre travail a
porté attention à l’un de ces endophénotypes, la SPR, caractérisée par la triade micro-
et/ou rétrognathie, glossoptose et fente palatine). Nous détaillons ici l’identification des
altérations (translocations, délétions, mutations ponctuelles) des régions non codantes
localisées à très grande distance (plus de 1,2 Mb) en amont et en aval de SOX9 dans
des cas de SPR isolée familiale ou sporadique. Nos études in vitro et in vivo ont indiqué
que ces altérations concernent des éléments conservés au cours de l’évolution et ayant
une fonction régulatrice d’expression tissu-spécifique, notamment dans le mésenchyme
mandibulaire. Ces données permettent de proposer un modèle moléculaire expliquant
une présentation clinique d’un syndrome restreint à un seul des endophénotypes qui
le composent par invalidation ciblée tissu-spécifique de l’expression d’un gène majeur
du développement.

Mots clés : Éléments régulateurs / régulation transcriptionelle tissu-spécifique / endophénotype /
séquence de Pierre Robin / dysplasie campomélique

Abstract – Cis-ruptions of highly conserved non-coding genomic elements distant from
the SOX9 gene in the Pierre Robin sequence.

Major developmental genes, exhibiting complex expression patterns, are often em-
bedded within a genic desert particularly rich in regions, which though non-coding
are highly conserved. The developmental expression of these genes in many areas
requires coordinated regulation in time and space, which is orchestrated by some
of these conserved non-coding regions, acting as transcriptional regulators. SOX9 is an
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essential gene for many developmental processes, such as chondrogenesis, migration
and differentiation of neural crest cells and testis development. In agreement with
these major expression areas, SOX9 haploinsufficiency, linked to alterations in coding
sequence, leads to a polymorphic malformation syndrome – campomelic dysplasia –
whose major symptoms are a bone anomaly, a Pierre Robin sequence, and a sexual
differentiation anomaly (Disorder of Sex Development, DSD). SOX9 is located in a
∼2.5 Mb gene desert extremely rich in conserved sequences. We have used the SOX9
locus and campomelic dysplasia as a model to show that one or several endophenotypes
within a complex syndrome may arise from a tissue-specific deregulation of a major
developmental gene transcription. Our work has focused on one of these endophe-
notypes, SPR, characterized by the triad micro- and/or retrognathy, glossoptosis and
cleft palate. Here we report in detail how we identified alterations (translocations, dele-
tions, point mutations) in non-coding regions, located far away (more than 1.2 Mb)
upstream and downstream of SOX9, in clustered or sporadic SPR cases.

Key words: Regulation elements / tissue-specific regulating transcription / endophenotype / Pierre
Robin’s sequence / campomelic dysplasia

Abréviations :

CCN, Cellules de la crête neurale
ChIP, Chromatin Immuno-Precipitation
CGH, Comparative Genomic Hybridization
CNV, Copy Number Variation
DC, Dysplasie Campomélique
DSD, Disorder of Sex Development
HCNE, Highly Conserved Non-coding Element
MEPA, Mouse Embryonic Pharyngeal Arch
ou Arc Pharyngé Embryonnaire Murin
QTL, Quantitative Trait Loci
SNP, Single Nucleotide Polymorphism
SOX9, SRY-related HMG-box gene 9
SPR, Séquence de Pierre Robin

Éléments régulateurs de transcription
en cis

Les gènes du développement des organismes com-
plexes sont accompagnés d’une multitude de séquences
d’ADN non codantes régulatrices, d’une importance
capitale dans le contrôle de leur expression tissu- et
stade-spécifique au cours du développement ; il s’agit
d’éléments régulateurs en cis qui peuvent avoir une
fonction d’éléments activateurs (enhancer) ou inhibi-
teurs de transcription (silencer). Un même élément
régulateur peut pourtant jouer un rôle d’activateur ou
d’inhibiteur de transcription en fonction du contexte
cellulaire et des différents facteurs de transcrip-
tion présents (Uhlenhaut et al., 2009). Ces éléments
régulateurs sont des séquences nucléotidiques relati-
vement courtes, généralement d’une taille de 100–
500 pb, et peuvent être localisés dans les introns ou
bien à une distance plus ou moins grande, en 5′ et/ou
en 3′ du gène cible qu’ils régulent. En fait, ils sont
souvent dispersés sur de larges séquences génomiques

pouvant s’étendre à plus de 1 Mb de leur promoteur
cible (Lettice et al., 2002 ; Sagai et al., 2005). Ils com-
prennent souvent de multiples séquences spécifiques
de fixation de facteurs de transcription.

Un élément activateur régule l’expression génique
de façon tissu- et stade-spécifique dans une partie
plus ou moins étendue du territoire d’expression du
gène cible. Un exemple est celui des éléments activa-
teurs dénommés E1–E7, localisés dans le domaine de
régulation du gène SOX9, qui sont capables de réguler
l’expression d’un gène rapporteur chez l’embryon de
souris dans une fraction restreinte du patron d’ex-
pression du gène SOX9 : E1 dirige l’expression dans
le noeud embryonnaire, la notochorde, l’intestin et le
pancréas ; E3 dirige l’expression dans les cellules de
crête neurale du premier arc branchial et dans l’oreille
interne ; E7 dirige l’expression dans le télencéphale
et le mésencéphale (Bagheri-Fam et al., 2006). Au-
delà de l’étude des éléments activateurs sélectionnés
par des essais de gène rapporteur, la tissu-spécificité
des éléments activateurs est aussi suggérée par des
études comparatives de sites hypersensibles à la DNa-
seI et par des patrons de modification des histones ca-
ractéristiques de l’état de ces éléments dans plusieurs
types cellulaires (Xi et al., 2007 ; Heintzman et al.,
2009).

Une étude récente a aussi montré que les éléments
activateurs de transcription des vertébrés sont forte-
ment modulaires, autonomes et additifs dans leur ef-
fets (Visel et al., 2009a). Dans cette étude, Visel et al.
ont comparé l’activité in vivo d’éléments combinés par
rapport à des éléments isolés. Différentes combinai-
sons de deux ou quatre éléments activateurs sur un
total de six ont été testées par essai de gène rappor-
teur chez l’embryon de souris. Les éléments activa-
teurs testés appartenaient aux domaines de régulation
de différents gènes fonctionnellement indépendants,
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localisés sur différents chromosomes ou espacés de
plusieurs mégabases. Les éléments activateurs conser-
vaient une spécificité d’expression spatiale et tempo-
relle quelle que soit la combinaison testée. L’expression
du gène rapporteur représentait ainsi la superposition
de patrons individuels, n’interférant pas entre eux.
Ces résultats montrent l’indépendance fonctionnelle
et l’additivité spatio-temporelle des éléments activa-
teurs chez les vertébrés, et suggèrent que la somme de
leurs actions individuelles tissu- et stade-spécifiques
récapitule le patron d’expression complet d’un gène
ainsi régulé. De plus, ces résultats vont dans le sens
de l’indépendance fonctionnelle relative entre éléments
régulateurs et de l’absence d’interférence entre eux. Ce
modèle offre une plasticité maximale dans la mise en
place de patrons d’expression complexes au cours de
l’évolution.

Les éléments régulateurs activateurs de transcrip-
tion représentent un groupe important des éléments
non codants fonctionnels. Ainsi, les études du génome
entier sur deux différentes lignées cellulaires ont iden-
tifié environ 55 000 séquences portant une signature
chromatinienne (monométhylation H3K4) indicatrice
de probables éléments activateurs (Heintzman et al.,
2009). Dans la majorité des cas, la signature est
spécifique d’un type cellulaire. Par extrapolation, pre-
nant en compte la variabilité des types cellulaires
chez les mammifères, on estime que le génome hu-
main comporte de l’ordre de 105 à 106 éléments activa-
teurs avec un espacement moyen de 3000 à 30 000 pb
(Heintzman et al., 2009). Le rôle de ces éléments est
déjà établi dans le développement (Stathopoulos &
Levine, 2005), la diversité phénotypique (Levine &
Tjian, 2003) et l’origine de maladies génétiques hu-
maines (Lettice et al., 2003 ; Emison et al., 2005 ;
Kleinjan & van Heyningen, 2005).

Identification des éléments régulateurs en cis

À ce jour nous ne connaissons ni les �� codes �� ni
la �� grammaire �� qui sous-tendent la fonctionnalité
des éléments régulateurs en cis. Il est donc toujours
difficile de discerner les séquences non codantes non
fonctionnelles et celles qui sont impliquées dans la
régulation transcriptionnelle.

Pourtant, l’analyse génomique comparative des
génomes humain et murin a démontré qu’au cours de
l’évolution 5 % du génome humain était sous pres-
sion de sélection. Parmi ces 5 %, seul ∼1 % code
des protéines (Waterston et al., 2002) et environ 1 %
code les ARNs de structure ou régulateurs (Mattick &
Makunin, 2006 ; Pheasant & Mattick, 2007). Les ∼3 %
restants, en séquences conservées entre Homme et sou-
ris, sont donc des séquences non codantes. Donc, de
même que les séquences codantes pour les protéines,
les séquences conservées non codantes ont été soumises

au cours de l’évolution à une pression de sélection
négative. Cela suggère fortement que ces séquences ont
un rôle fonctionnel (Waterston et al., 2002 ; Nobrega
et al., 2003 ; Pennacchio et al., 2006). De plus, la dis-
tribution des éléments non codants conservés n’est
pas aléatoire ; leur concentration est 4,5 fois plus
élevée dans les déserts géniques entourant des gènes
du développement (Nobrega et al., 2003 ; Siepel et al.,
2005 ; Woolfe et al., 2005), suggérant qu’ils pourraient
avoir un rôle dans le développement des organismes
complexes.

Plusieurs fonctions ont été proposées pour
les éléments non codants conservés au cours de
l’évolution. Ils pourraient agir comme des éléments
régulateurs activateurs ou inhibiteurs de transcrip-
tion, avoir un rôle structural, être impliqués dans le
remodelage de la chromatine, avoir un lien avec la
transcription pervasive du génome, réguler l’épissage
alternatif, etc. (Dermitzakis et al., 2005). À ce jour, la
plupart des études expérimentales sur la fonction des
séquences non codantes conservées se sont pourtant
focalisées sur leur potentiel de régulation de l’expres-
sion génique en cis par activation de la transcription.
Pour une fraction des éléments non codants, il a été
démontré in vivo chez l’embryon de poisson-zèbre ou
de souris, qu’ils fonctionnent bien comme des éléments
activateurs de transcription ayant un rôle dans la
régulation de l’expression stade- et tissu-spécifique des
gènes du développement (Nobrega et al., 2003 ; Woolfe
et al., 2005 ; Pennacchio et al., 2006). Nous pouvons
ainsi considérer ces régions comme candidates au cri-
blage par séquençage à haut débit dans des anomalies
du développement chez l’Homme.

D’autre part, avec une meilleure connaissance
des signatures chromatiniennes de diverses classes
d’éléments régulateurs et l’introduction de techno-
logies permettant des études du génome entier, les
études expérimentales de cartographie des éléments
régulateurs par immunoprécipitation de chromatine
(ChIP) se montrent de plus en plus efficaces. Par
exemple, une expérience de ChIP-seq contre le cofac-
teur p300 permet d’identifier les éléments régulateurs
activateurs d’expression tissu-spécifique avec une effi-
cacité de près de 80 % dans chaque tissu analysé chez
l’embryon de souris : le diencéphale, le prosencéphale,
les bourgeons de membres et le coeur murin au stade
E11.5 du développement (Visel et al., 2009b ; Blow
et al., 2010). De manière intéressante, l’une de ces
études menée sur le coeur embryonnaire murin a révélé
que la majorité de ces éléments ne montre pas une
conservation extrême. De plus, environ 30 % des ac-
tivateurs de transcription ne sont pas conservés au
cours de l’évolution, alors que des essais de gène rap-
porteur in vivo confirment leur activité régulatrice
spécifique d’un tissu. Ces résultats sont en accord avec
les études du projet ENCODE dont les expériences
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de ChIP, visant à identifier différentes modifications
de la chromatine ou localiser des sites de fixation de
différents facteurs de transcription, ont révélé que la
séquence d’une grande partie des éléments détectés
est faiblement ou voire non conservée au cours de
l’évolution (Consortium, 2007). Cela suggère qu’une
partie des éléments régulateurs ne peut pas être iden-
tifiée sur la base de la conservation de séquence, ou que
les séquences conservées au sein de ces éléments sont
trop petites et vont échapper à la détection par les
algorithmes couramment utilisés et ce d’autant plus
que les critères de sélection appliqués sont stringeants
(Elgar & Vavouri, 2008 ; Heintzman & Ren, 2009).

Identification de(s) gène(s) cibles d’un élément
régulateur altéré dans une maladie génétique

Identifier le (ou les) gène(s) cibles(s) d’un élément
régulateur en cis n’est pas évident et peut exiger
des expériences laborieuses. En effet, nous avons vu
que les éléments régulateurs en cis peuvent être lo-
calisés à très grande distance par rapport au(x) pro-
moteur(s) qu’ils contrôlent. De plus, le gène et ses
éléments régulateurs ne sont pas nécessairement orga-
nisés comme une unité continue ; ils peuvent dépasser
les �� frontières �� représentées par des gènes avoisi-
nants (Lettice et al., 2002, 2003 ; Kleinjan & Lettice,
2008), voire être localisés sur d’autres chromosomes
(Lomvardas et al., 2006 ; Fuss et al., 2007). Enfin,
un élément régulateur peut moduler l’expression de
plusieurs gènes (Spitz & Duboule, 2008). Ces argu-
ments remettent en question la définition présentant
un gène comme une unité d’hérédité et suggèrent le
concept nouveau de module fonctionnel d’expression,
englobant la région codante transcrite, les éléments
régulateurs en cis de sa transcription et la structure
chromatinienne locale (Dillon & Sabbattini, 2000 ;
Dillon, 2003 ; de Laat & Grosveld, 2003). La clef de
l’autonomie fonctionnelle d’une telle unité par rap-
port aux gènes adjacents réside dans la spécificité de
l’interaction entre les éléments régulateurs et leur(s)
promoteur(s) cible(s).

Les arguments suivants peuvent être utilisés pour
évoquer (indirectement) le gène (ou les gènes) cible(s)
d’un élément régulateur distant :

– le patron d’expression du gène cible candidat ;
– le phénotype de la maladie causée par des muta-

tions de la séquence codante du gène cible iden-
tique ou incluant le phénotype étudié comme en-
dophénotype ;

– la démonstration, par essai de gène rapporteur, que
l’élément concerné par les altérations de séquences
non codantes identifiées chez les patients active
l’expression dans le tissu touché au cours du
développement des cas étudiés et compris dans le

territoire complet d’expression du gène cible can-
didat ;

– l’identité des facteurs de transcription interagis-
sant avec l’élément régulateur touché, leur rap-
port aux voies moléculaires et aux événements du
développement prédits comme dérégulés dans la
maladie étudiée et leur relation avec le gène cible
candidat ;

– la démonstration que l’élément régulateur et le
gène cible font partie du même bloc de synténie,
conservé au cours de l’évolution ;

– l’organisation spatiale des fibres de chromatine
dans le noyau en interphase qui varie en fonction
du niveau d’expression du gène cible (pouvant être
étudié par FISH interphasique) ;

– les interactions physiques directes entre l’élément
régulateur et le promoteur du gène cible candi-
dat identifiées par méthodes de capture de confor-
mation de la chromatine (3C et ses dérivés)
(Crutchley et al., 2010).

Mais la complexité de ces nouveaux mécanismes de
pathologie moléculaire va bien plus loin. Ainsi, les
mutations d’éléments régulateurs d’un même gène
peuvent entrâıner des phénotypes différents. C’est
le cas au locus Shh où la dérégulation de l’expres-
sion de Shh par des réarrangements proches du gène
Shh cause une holoprosencéphalie, alors que la perte
d’éléments régulateurs plus distaux et régulant l’ex-
pression dans les bourgeons de membre conduit à des
anomalies du développement des membres (Kleinjan
& Lettice, 2008). De plus, un élément régulateur peut
acquérir par mutation une nouvelle fonction causant
un phénotype nouveau non inclus dans le spectre des
anomalies par mutations de la séquence codante du
gène cible. Par exemple, les mutations ponctuelles
de l’élément régulateur de l’expression de Shh dans
les bourgeons de membre induisent une polydacty-
lie préaxiale chez la souris et chez l’Homme (Lettice
et al., 2002, 2003). Ce phénotype est donc différent de
celui qui est provoqué par les délétions de ce même
élément chez la souris, qui présente alors des membres
sévèrement raccourcis, et n’appartient pas au spectre
des anomalies associées aux mutations de la séquence
codante de Shh (Sagai et al., 2005 ; Kleinjan & Lettice,
2008). Un dernier facteur de complexité tient au fait
qu’un élément régulateur peut contrôler la transcrip-
tion de plusieurs gènes (Spitz et al., 2003).

La preuve biologique la plus formelle qu’un
élément régulateur est impliqué dans le contrôle d’un
gène donné au cours du développement serait l’inva-
lidation de cet élément chez un modèle animal par
mutation ponctuelle ou délétion. La cible in vivo a
ainsi été démontrée par exemple pour des éléments
régulateurs aux loci de Emx2 (Suda et al., 2010) et Shh
Sagai et al., 2005), par analyse de l’expression génique
dans le tissu d’intérêt chez les souris transgéniques.
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Cependant, ce type d’étude comporte un risque
important de résultat négatif. En effet, les souris
transgéniques homozygotes pour des délétions em-
portant de grands segments non codants, rapportées
par Nobrega et al. (2004), ainsi que les souris
transgéniques homozygotes pour des délétions de
séquences de quelques centaines de bases extrêmement
conservées et présentant une activité régulatrice dans
les essais de gène rapporteur in vivo, décrites par
Ahituv et al. (2007), sont viables, fertiles et sans
phénotype identifiable par rapport aux souris de
phénotype sauvage des mêmes portées (Nobrega et al.,
2004 ; Ahituv et al., 2007). Un tel résultat négatif peut
s’expliquer par plusieurs phénomènes. Tout d’abord,
un même gène du développement peut montrer une
différence de sensibilité aux effets de dosage dans
différents tissus chez l’Homme et la souris. Pour
prendre l’exemple de SOX9, le développement man-
dibulaire parâıt aussi sensible aux modifications de
l’expression de SOX9 chez l’Homme que chez la
souris (Mori-Akiyama et al., 2003) ; à l’inverse, le
développement testiculaire est touché par l’haploinsuf-
fisance de SOX9 chez l’Homme alors qu’une réversion
sexuelle XY n’est notée que pour une invalidation
homozygote de Sox9 chez la souris (Barrionuevo
et al., 2006). De plus, les gènes impliqués dans
le développement peuvent être contrôlés par plu-
sieurs éléments régulateurs ayant des fonctions redon-
dantes. Cette redondance fonctionnelle entre éléments
régulateurs semble jouer un rôle dans la robustesse
phénotypique par rapport à la variabilité génétique
et environnementale. Dans des conditions optimales,
la perte d’un de ces éléments n’aura donc que des
effets subtils ou non détectables sur le phénotype
(Visel et al., 2008 ; Frankel et al., 2010). Enfin,
même si sa séquence est hautement conservée au
cours de l’évolution, un élément régulateur a pu
acquérir une fonction nouvelle dans une espèce donnée
en accumulant des variants au cours de l’évolution
(Prabhakar et al., 2008). L’invalidation d’un tel
élément dans une autre espèce peut alors avoir des
conséquences différentes, voire aucune conséquence
sur le phénotype.

Maladies génétiques associées à une perturbation
de la régulation transcriptionnelle à distance

Les mutations qui touchent l’intégrité des séquences
codantes ou le nombre de copies d’un gène sont
les causes moléculaires les plus souvent identifiées
dans les maladies génétiques monogéniques. Cepen-
dant, le promoteur seul est insuffisant pour réguler
l’expression spatio-temporelle complexe d’un gène du
développement et nécessite un domaine de régulation
plus ou moins vaste. Ce domaine comprend des
éléments régulateurs en cis ayant une activité directe

dans le contrôle de la transcription et des éléments
qui contribuent à l’organisation d’une structure ap-
propriée de la chromatine, sans laquelle les premiers
ne pourront pas agir. Il n’est donc pas étonnant que les
réarrangements ou les mutations affectant les régions
régulatrices d’un gène conduisent à une transcription
aberrante ou défectueuse, ayant pour conséquence des
maladies génétiques. La prévalence de tels effets parmi
les maladies génétiques humaines est d’ailleurs proba-
blement sous-estimée puisque les régions régulatrices
en cis des gènes responsables de maladies génétiques
sont encore loin d’être systématiquement analysées
lors des études visant à identifier les variants délétères
associés à un phénotype donné. Une des raisons est
liée au fait que les bornes du domaine de régulation
d’expression sont très difficiles à préciser, pouvant se
situer à plus de 1 Mb de part et d’autre de l’unité
transcriptionnelle du gène cible, au-delà des gènes
avoisinants (Pfeifer et al., 1999 ; Lettice et al., 2002,
2003 ; Velagaleti et al., 2005), dans les introns des
gènes voisins comme au locus Shh (Kleinjan & Lettice,
2008), voire être localisées sur d’autres chromosomes
(Lomvardas et al., 2006).

Récemment, Kleinjan & Coutinho (2009) ont pro-
posé le terme de cis-ruption pour décrire les différents
mécanismes des maladies génétiques provoquées par
un dysfonctionnement du système de régulation en
cis, de l’architecture de la chromatine normale, ou
du positionnement nucléaire du fragment chromoso-
mique comprenant le gène dont l’expression est af-
fectée. Ces cis-ruptions comprennent aussi les situa-
tions où le niveau d’expression génique est modifié par
altération du contexte chromatinien alors que l’unité
transcriptionnelle reste intacte, correspondant à la
définition des effets de position (Kleinjan & Lettice,
2008). La liste des cis-ruptions associées à des ma-
ladies génétiques mono- ou multigéniques est déjà
longue (pour revue voir Kleinjan & van Heyningen,
2005 ; Kleinjan & Lettice, 2008 ; Kleinjan & Coutinho,
2009).

Altérations de génome non codant
à grande distance de SOX9
dans la séquence de Pierre Robin

SOX9 et dysplasie campomélique

SOX9 (SRY-related HMG-box gene 9, OMIM 608160)
est un gène majeur du développement codant un
facteur de transcription. Il assume des fonctions es-
sentielles au cours des différents stades de la chon-
drogénèse, de la différentiation des testicules et dans le
développement des cellules de la crête neurale (CCN),
une population de cellules transitoires et migratoires,
qui, au niveau crânien, vont, entre autres, coloniser
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les arcs branchiaux et former les éléments du sque-
lette facial (Spokony et al., 2002 ; Cheung et al., 2005 ;
McKeown et al., 2005 ; Sakai et al., 2006).

Les mutations des séquences codantes de SOX9
sont la cause d’un syndrome polymalformatif du
nouveau-né : la dysplasie campomélique (DC, OMIM
114290). La DC est un syndrome autosomique do-
minant causé par l’haploinsuffisance de SOX9. En
accord avec le rôle de SOX9, ce syndrome est ca-
ractérisé par : une campomélie osseuse (incurvation
des os longs), une hypoplasie des ailes iliaques et
du pelvis, un thorax étroit par hypoplasie costale,
11 paires de côtes, une platyspondylie, une scoliose,
des anomalies du développement sexuel chez les pa-
tients 46,XY (DSD 46,XY, Disorder of Sex Develop-
ment ; réversion sexuelle) et une séquence de Pierre
Robin (SPR) (Houston et al., 1983 ; Wagner et al.,
1994 ; Mansour et al., 1995 ; Foster, 1996 ; Velagaleti
et al., 2005 ; Leipoldt et al., 2007). La majorité des
patients DC meurent dans la période néonatale par
insuffisance respiratoire.

De plus, plusieurs cas de DC ont été rapportés,
qui résultaient de réarrangements en 5′ ou en 3′
des séquences codantes de SOX9 (délétions, trans-
locations et inversions) (Foster et al., 1994 ; Wagner
et al., 1994 ; Ninomiya et al., 1996 ; Wirth et al.,
1996 ; Wunderle et al., 1998 ; Pfeifer et al., 1999 ; Pop
et al., 2004 ; Hill-Harfe et al., 2005 ; Velagaleti et al.,
2005 ; Leipoldt et al., 2007 ; Gordon et al., 2009). Le
phénotype des DC par translocation est parfois moins
sévère que celui qui est lié à des mutations des régions
codantes de SOX9, et la sévérité semble décrôıtre avec
la distance entre point de cassure de la translocation et
séquences codantes (Leipoldt et al., 2007). Ces obser-
vations incitent à penser que l’immense désert génique
environnant SOX9 comporte le domaine de régulation
de son expression. Il a ainsi été proposé que ces trans-
locations altèrent l’expression de SOX9 par rupture
de la continuité entre les séquences codantes de SOX9
et les éléments régulateurs de son expression tissu-
et stade-spécifique. Ainsi, les phénotypes observés se-
raient de sévérité variable en fonction du nombre
d’éléments régulateurs perdus en cis (Pop et al., 2004 ;
Leipoldt et al., 2007). Cette hypothèse est étayée par
l’observation rapportée par Bagheri-Fam et al. (2006)
qui démontre que 7 éléments conservés entre l’Homme
et le Fugu rubripes, localisés entre −290 kb et +95 kb
par rapport à SOX9, activent l’expression de lacZ
de façon tissu-spécifique dans les différents domaines
d’expression de SOX9 (Bagheri-Fam et al., 2006).

La séquence de Pierre Robin

La séquence de Pierre Robin (SPR, OMIM 261 800)
est définie par la triade : rétro- et/ou micrognathie,

glossoptose et fente palatine postérieure en forme de
U (fente de forme �� romane ��) (Holder-Espinasse et al.,
2001 ; Kahn et al., 2003). La triade de la SPR est
souvent associée à des troubles fonctionnels parmi les-
quels les plus importants sont les troubles de succion-
déglutition et les troubles respiratoires. Une insuf-
fisance vélo-pharyngée, un reflux œsophagien, une
dérégulation du rythme cardiaque et une hyperacti-
vité vagale sont aussi fréquemment décrits. La SPR
peut être incomplète, associant une combinaison et
une expression variables des signes cardinaux.

Une étude rétrospective de 117 cas suivis sur une
période de 10 ans à l’Hôpital Necker-Enfants Malades
a proposé de classer les patients atteints d’une SPR
en trois catégories (Holder-Espinasse et al., 2001) : (i)
SPR isolée (SPRi ; 48 % des cas) ; la SPR est alors
le plus souvent sporadique mais on note des cas fa-
miliaux avec un mode de transmission probablement
autosomique dominant, avec pénétrance incomplète et
expression variable ; (ii) SPR syndromique (35 % des
cas) : la SPR est associée à d’autres signes cliniques qui
décrivent un syndrome ; (iii) SPR associée à d’autres
malformations.

La SPR est donc cliniquement et génétiquement
très hétérogène (Cohen, 1999 ; Houdayer et al., 2001 ;
Melkoniemi et al., 2003 ; Jamshidi et al., 2004 ; Ounap
et al., 2005 ; Jakobsen et al., 2006).

Hypothèse

Le fait que les éléments régulateurs activateur(s) et
inhibiteur(s) de transcription ont souvent une fonc-
tion stade- et tissu-spécifique suggère que leurs muta-
tions ou réarrangements peuvent altérer l’expression
génique dans certains tissus alors que les autres do-
maines d’expression resteront intacts. On peut dès lors
émettre l’hypothèse qu’il s’agit d’un phénotype plus
restreint (endophénotype) que celui qui est associé à
des mutations de séquences codantes du même gène
(spectre complet d’un syndrome).

Suivant cette proposition, nous pouvons imaginer
que les endophénotypes d’un syndrome polymalforma-
tif complexe (ici la DC) puissent se manifester dans
leurs formes isolées (ici la SPR) en conséquence d’une
dérégulation plus fine, d’un ou plusieurs éléments
régulateurs en cis, tissu- et stade-spécifiques, loca-
lisés à distance du gène et dont les mutations des
séquences codantes sont la cause du syndrome en ques-
tion (figure 1). Ainsi, un syndrome polymalformatif,
caractérisé par un certain nombre d’endophénotypes
(symptômes), et un endophénotype unique de ce syn-
drome apparaissant dans sa forme isolée pourraient
représenter les deux extrêmes du spectre d’altérations
d’expression d’un même gène.
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Fig. 1. Le modèle prédit des endophénotypes de syndromes humains polymalformatifs par altérations génomiques
d’éléments régulateurs en cis. (A) L’expression spatio-temporelle d’un gène majeur du développement nécessite l’activité
d’éléments régulateurs stade- et tissu-spécifiques. Ces éléments peuvent êtres localisés à plus ou moins grande distance
par rapport au promoteur du gène cible qu’ils régulent. Dans l’exemple schématisé, trois éléments (ER1, ER2, ER3)
activent l’expression du gène cible (représenté par un rectangle noir) de façon tissu-spécifique dans le prosencéphale,
le rhombencéphale et les bourgeons de membres. (B) Les mutations de séquences codantes du gène cible causent un
syndrome polymalformatif comprenant le spectre complet des trois endophénotypes tissus-spécifiques. (C, D) Les délétions
ou les mutations d’un élément régulateur en cis entrâınent un endophénotype 2 du syndrome polymalformatif par perte
d’expression du gène cible dans le(s) tissu(s) correspondant(s) à l’action de l’élément affecté. Par exemple, les altérations
de l’élément ER1 entrâınent un défaut du développement du rhombencéphale, les altérations concernant l’élément ER3
affectent le développement des bourgeons de membres. Les images des embryons sont reproduites d’après Visel et al.
(2009a).

Fig. 2. Altérations génomiques dans le désert génique entourant SOX9 identifiées chez les patients SPRi. Le locus
SOX9 est représenté par une barre grise. Les gènes sont indiqués en noir avec une flèche indiquant la direction de la
transcription. Les régions comprenant les translocations causant la dysplasie campomélique (distal BPC, distal breakpoint
cluster ; proximal BPC, proximal breakpoint cluster) sont représentées en bleu. La région regroupant les translocations
T1-T3 identifiées chez les SPRi (translocation SPRi) est représentée en orange. Les délétions localisées dans le désert
génique centromérique et télomerique à SOX9, identifiées par CGH chez les patients SPRi familiaux (F1) et chez le
patient sporadique Sp4, sont représentées par des barres rouges. La position du HCNE-F2 muté dans la famille F2 est
indiquée par le point rouge. Le deuxième élément testé par essai de gène rapporteur (9CE4Z) est indiqué par le point
bleu.
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La situation de SOX9 nous a semblé idéale pour
tester cette hypothèse, l’endophénotype de la DC qui
a fait objet de nos premiers travaux étant la SPR.

Identification d’un locus de séquence
de Pierre Robin isolée

Nous avons débuté ce travail sur la séquence de Pierre
Robin isolée en identifiant un locus unique sur le chro-
mosome 17q24.3-25.1 de 5,4 Mb ségrégeant avec la
SPRi dans la famille F1 (locus PRS1 ). D’autre part,
nous avons étudié trois cas familiaux non apparentés
de SPRi (familles T1, T2 et T3) où ségrège une
translocation équilibrée dont un des points de cassure
est situé sur le chromosome 17q24.3, dans le désert
génique proximal au gène SOX9. Ces points de cas-
sure sont groupés dans une région d’environ 200 kb
(groupe de translocation SPR dans la figure 2), loca-
lisée à plus de 1 Mb en position centromérique par
rapport à SOX9. Cette région est incluse dans le locus
qui coségrège avec la SPRi dans la famille F1. De plus,
une translocation similaire associée à un cas familial
de SPRi a été rapportée par Jakobsen et al. (2007).

Prenant en compte l’absence de mutation de
séquences codantes des gènes candidats au locus
PRS1 et les cas de translocations localisées dans le
désert génique centromérique à SOX9 dans des fa-
milles indépendantes de SPRi, nous avons fait l’hy-
pothèse qu’une altération d’un ou plusieurs éléments
régulateurs de l’expression de SOX9 au cours du
développement mandibulaire, et centromérique aux
points de cassures des translocations T1–T3, est la
cause de la SPRi dans la famille F1. Pour tester
cette hypothèse, nous avons entrepris une expérience
de gène rapporteur chez la souris, à l’aide d’une
construction comprenant le gène rapporteur lacZ, un
promoteur minimal et un élément conservé (9CE4Z)
immédiatement centromérique aux points de cassures
T1–T3. L’élément 9CE4Z a été sélectionné sur une
conservation de séquence au cours de l’évolution de
plus de 75 % entre Homme, singe, chien et sou-
ris, sur plus de 350 pb, et correspondant ainsi à
un HCNE (Higly Conserved Non-coding Element).
L’élément 9CE4Z régule effectivement une expression
tissu-spécifique dans le mésenchyme mandibulaire.

Par la suite, nous avons entrepris de rechercher
des variants du nombre de copies au locus PRS1 chez
des patients atteints de SPRi, par CGH de haute
résolution. Cette partie de l’étude a été entreprise
sur une série consécutive composée de 12 patients
SPRi, les cas sélectionnés pour cette étude étant
des SPRi sporadiques ou familiales (la famille F1
était incluse) sans translocation au locus PRS1. Nous
avons ainsi identifié trois délétions au locus SOX9,
emportant des séquences hautement conservées au

cours de l’évolution (HCNE) : (i) deux délétions cen-
tromériques aux points de cassures T1–T3 (dont une
identifiée chez les patients de la famille F1) et (ii) une
délétion télomérique à SOX9.

La délétion identifiée dans la famille F1 comprend
10 séquences conservées au cours de l’évolution à plus
de 75 % entre l’Homme, le singe, le chien et la souris,
sur plus de 350 pb (HCNE). Le séquençage direct de
ces HCNE chez les patients présentant une SPRi, un
caryotype normal et pas de polymorphisme au locus
SOX9, a permis d’identifier une mutation ponctuelle
coségrégeant avec la malformation dans la famille F2,
localisée dans un HCNE que nous avons dénommé
HCNE-F2, et absente dans plus de 440 chromosomes
témoins.

Analyse fonctionnelle du HCNE-F2

Un essai de gène rapporteur chez l’embryon de souris
a démontré que le HCNE-F2 active l’expression tissu-
spécifique dans le mésenchyme mandibulaire. De plus,
des vecteurs d’expression contenant le HCNE-F2 sau-
vage ou muté, le promoteur SOX9 minimal et le gène
rapporteur luc+, ont été transfectés dans différents
systèmes cellulaires : lignées cellulaires dérivées du
mésenchyme mandibulaire (MEPA mandibulaires) et
maxillaire (MEPA maxillaires) de l’embryon murin en
culture et la lignée HEK293T et SKNBE(2)c. Ainsi
nous avons démontré que la fonction activatrice du
HCNE-F2 spécifique des cellules MEPA mandibulaires
est abolie par la mutation ponctuelle identifiée dans la
famille F2.

L’analyse in silico du HCNE-F2 suggérait que la
mutation �� F2 �� touche le site de fixation de MSX1, un
répresseur de transcription, fortement exprimé dans le
mésenchyme mandibulaire au cours du développement
crânio-facial (Cai et al., 2005). La souris homozy-
gote mutante Msx1−/− présente en effet des défauts
du squelette facial, comprenant une fente palatine
et une micrognathie rappelant la SPR (Satokata &
Maas, 1994). Nous avons confirmé la liaison de Msx1
au HCNE-F2 par immunoprécipitation de chroma-
tine (ChIP) sur cellules MEPA mandibulaires. Par
expérience de retardement sur gel (EMSA), nous
avons aussi démontré que MSX1 se lie avec une affi-
nité supérieure à la séquence du HCNE-F2 muté com-
parée à sa séquence sauvage. Cela suggère que la muta-
tion �� F2 �� conduit à une répression de l’expression de
SOX9 par MSX1, dans le mésenchyme mandibulaire.

Signature épigénétique au locus PRS1

L’étude de signature chromatinienne a été réalisée par
ChIP parallèlement sur deux types cellulaires : les
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cellules MEPA mandibulaires et les cellules MEPA
maxillaires. Deux éléments ont été analysés : le
HCNE-F2 et le HCNE délété dans le cas Sp2 (HCNE-
SP2). Nos résultats montrent que, dans les cel-
lules du mésenchyme mandibulaire, les deux éléments
présentent un fort enrichissement de liaison du cofac-
teur p300 et de H3K4me, caractérisant les éléments
activateurs. Cette signature était absente dans les cel-
lules maxillaires. D’autre part, spécifiquement dans
les cellules maxillaires, ces éléments portaient la si-
gnature de la chromatine répressive (H3K27me3).
Ces résultats suggèrent encore une fois que HCNE-
F2 et HCNE-Sp2 sont des éléments régulateurs
spécifiquement actifs dans le mésenchyme man-
dibulaire, et dont l’altération restreint les effets
phénotypiques à la mandibule en développement.

La séquence de Pierre Robin isolée,
conséquence d’une perte d’expression
tissu-spécifique de SOX9
dans le mésenchyme mandibulaire
au cours de l’embryogenèse

L’étude des cas familiaux de SPR isolée F1, T1, T2
et T3 a permis de cartographier un locus PRS1 sur le
chromosome 17q24.3. L’analyse de ce locus par CGH
et par séquençage direct chez des patients atteints de
SPRi sporadique ou familiale a aussi permis d’iden-
tifier des altérations de séquences non codantes loca-
lisées dans le désert génique environnant SOX9, un
gène majeur du développement mandibulaire, chez 4
des 12 cas étudiés. Toutes ces altérations impliquent
des éléments conservés au cours de l’évolution.

Pour ces patients, nous mettons en avant
l’hypothèse physiopathologique fondée sur une
dérégulation stade- et tissu-spécifique de l’expression
de SOX9 dans le mésenchyme mandibulaire par
altération d’éléments régulateurs en cis au locus
PRS1, qu’il s’agisse de translocations, délétions
ou mutations ponctuelles. Les arguments désignant
SOX9 comme meilleure cible des éléments régulateurs
en question sont les suivants :

– SOX9 est fortement exprimé dans le mésenchyme
mandibulaire au cours du développement chez la
souris comme chez l’Homme (Cai et al., 2005).

– SOX9 est impliqué dans le développement des cel-
lules de la crête neurale et du cartilage de Meckel
(Mori-Akiyama et al., 2003).
Une perte de fonction par haploinsuffisance ou
mutation hétérozygote de la séquence codante
de SOX9 est responsable de la DC, un syn-
drome polymalformatif sévère souvent associé à la
SPR. La dysplasie campomélique acampomélique,

causée par des translocations ou des délétions lo-
calisées dans le désert génique entourant SOX9,
est moins sévère que la DC, et également associée
à la SPR. Ces cas indiquent que la SPR résulte
d’une haploinsuffisance de SOX9 (Pop et al., 2004 ;
Lecointre et al., 2009 ; Leipoldt et al., 2007).

– SOX9 active la transcription des gènes codant les
collagènes Col2a1, Col11a1 et Col11a2 dans les
chondrocytes (Lefebvre et al., 1997 ; Bridgewater
et al., 1998 ; Sekiya et al., 2000 ; Mikkelsen et al.,
2007). Des mutations hétérozygotes de la séquence
codante de chacun de ces trois gènes sont im-
pliquées dans le syndrome de Stickler dont la SPR
est un signe clinique classique (Holder-Espinasse
et al., 2001).

Les souris mutantes, chez lesquelles SOX9 est invalidé
dans les cellules de la crête neurale, présentent une
mandibule réduite et une fente palatine, phénotype
rappelant la SPR (Mori-Akiyama et al., 2003).

Les éléments HCNE-F2 et 9CE4Z affectés par les
altérations au locus PRS1, étudiés par essai de gène
rapporteur, activent l’expression du gène rapporteur
chez l’embryon de souris de manière tissu-spécifique
dans une partie du territoire d’expression de SOX9
chez l’embryon humain, incluant le mésenchyme man-
dibulaire.

Cependant, ces arguments ne permettent pas d’ex-
clure l’hypothèse selon laquelle l’expression d’autres
gènes est modifiée par les altérations identifiées au lo-
cus PRS1. En effet, le gène KCNJ2, immédiatement
proximal à SOX9, est aussi une cible potentielle des
éléments régulateurs du locus PRS1 puisque des mu-
tations hétérozygotes de KCNJ2 entrâınent la pa-
ralysie périodique cardio-dysarythmique d’Andersen
(OMIM 170390), parfois associée à une micrognathie
et une fente palatine. Pourtant, un effet dominant
négatif sur la fonction de KCNJ2 est rapporté pour
toutes les mutations de séquence codante de KCNJ2
identifiées à ce jour dans le syndrome d’Andersen.
Ce modèle s’accorde mal avec l’hypothèse d’une perte
de fonction par délétions ou mutations hétérozygotes
dans un élément régulant son expression.

Nous proposons donc que les mutations
SPRi/SOX9, portant sur des éléments haute-
ment conservés non codants, ont pour effet une
réduction de la transcription de SOX9 stade- et
tissu-spécifique dans les cellules du mésenchyme
mandibulaire, rappelant les modèles d’invalidation
conditionnelle chez la souris. Compte tenu du rôle
de SOX9 dans le développement du cartilage, ainsi
que de son rôle d’activateur de la transcription de
COL2A1, COL11A1 et COL11A2 (dont les muta-
tions causent le syndrome de Stickler, souvent associé
à la SPR), nous proposons que la perte d’activité des
éléments régulateurs d’expression de SOX9 dans le
mésenchyme mandibulaire conduit à une réduction de
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la transcription de COL2A1, COL11A1 et COL11A2
dans ce tissu. De cette cascade résulterait un défaut
du développement du cartilage de Meckel et/ou du
cartilage condylien, puis une hypoplasie mandibulaire
avec micro- et/ou rétrognathie, aboutissant à la SPR.

Conclusion

Maladies génétiques par altération des séquences
non codantes à grande distance du gène
du développement cible

La majorité des maladies mendéliennes dont les bases
moléculaires sont connues correspondent à des muta-
tions de séquences codantes (Valle, 2004). Cependant,
les gènes majeurs du développement présentent le
plus souvent des patrons d’expression complexes dans
le temps et dans l’espace. Leurs séquences codantes
seules ne permettent pas une expression génique
quantitativement et spatio-temporellement correcte.
Cela implique l’existence de domaines complexes de
régulation fonctionnelle associés à ces gènes.

Il semble que la régulation de l’expression des gènes
majeurs du développement dépende avant tout de la
régulation du taux de transcription sous l’influence de
deux facteurs intimement liés : (1) les modifications
de la chromatine au locus du gène en question et (2)
l’activité de facteurs de transcription agissant en trans
sur les séquences régulatrices en cis localisées à plus ou
moins grande distance par rapport au site d’initiation
de la transcription des gènes cibles. Les altérations
du contexte chromatinien, comme cela peut être le
cas avec les remaniements génomiques conduisant à
un effet de position, ou les dysfonctionnements des
mécanismes de régulation par des éléments régulateurs
en cis pourraient modifier l’expression d’un gène
régulé alors que l’unité transcriptionnelle demeure in-
tacte. Ces modifications de la régulation d’un gène
du développement peuvent être responsables de mal-
formations congénitales (Kleinjan & van Heyningen,
2005 ; Kleinjan & Lettice, 2008 ; Kleinjan & Coutinho,
2009). La ségrégation des altérations de séquences non
codantes avec le phénotype dans les cas familiaux,
et/ou sa survenue de novo dans les cas sporadiques, et
l’absence de ces altérations chez des témoins et dans
les bases de données de SNP et CNV sont des argu-
ments pour retenir leur caractère causal.

Dérégulation tissu-spécifique de l’expression
génique dans des endophénotypes de syndromes
complexes : un modèle de mécanisme
des malformations communes

Les éléments régulateurs en cis ont souvent une fonc-
tion stade- et tissu-spécifique. Cela suggère que leurs

mutations ou réarrangements peuvent altérer l’expres-
sion d’un gène cible dans certains tissus alors que les
autres domaines d’expression demeurent intacts. Nous
avons démontré qu’un endophénotype de la dyspla-
sie campomélique – la séquence de Pierre Robin –
peut survenir de façon isolée à la suite d’altérations de
la séquence nucléotidique localisées dans des régions
non codantes à grande distance du gène cible, SOX9.
Ces altérations (mutations ponctuelles, délétions, du-
plications ou translocations), qui entrâıneraient une
dérégulation tissu-spécifique de l’expression de SOX9,
concernent un ou plusieurs éléments régulateurs tissu-
spécifiques conservés au cours de l’évolution.

Ainsi, le modèle du gène SOX9 et du syndrome
de la dysplasie campomélique nous a permis de mon-
trer qu’un syndrome polymalformatif caractérisé par
plusieurs symptômes et un endophénotype isolé de
ce même syndrome représentent deux extrêmes du
spectre des altérations d’expression d’un même gène,
la somme des endophénotypes possibles récapitulant
le phénotype du syndrome par mutation perte-de-
fonction de séquence codante du gène cible (figure 1).

De façon intéressante, cela ouvre de nouvelles
voies de dissection moléculaire des malformations
congénitales fréquentes comme les fentes labio-
palatines, les défauts de fermeture du tube neural
ou les malformations cardiaques. De plus, comme il
a été démontré au locus RET (de Pontual et al.,
2006) impliqué dans la maladie de Hirschsprung isolée,
les mutations touchant un élément régulateur d’un
gène impliqué dans une maladie ne sont pas tou-
jours de pénétrance complète ; elles peuvent rejoindre
la définition d’un polymorphisme et être un facteur
de prédisposition dans un modèle multigénique. De
grandes séries de patients présentant une malfor-
mation congénitale fréquente isolée pourraient être
étudiées pour rechercher des altérations d’éléments
régulateurs d’un gène du développement dont les mu-
tations de séquence codante entrâınent la malforma-
tion étudiée mais dans un contexte polymalformatif.

Implication pour des maladies génétiques
communes

Il est aujourd’hui indiscutable que la régulation trans-
criptionnelle à grande distance joue un rôle cri-
tique dans de nombreux processus du développement
et qu’une dérégulation peut entrâıner des maladies
rares ou fréquentes. Cependant, même si les éléments
régulateurs tissu-spécifiques semblent être plus nom-
breux autour des gènes du développement nécessitant
des patrons d’expression spatio-temporels complexes,
la régulation à grande distance ne se borne pas
aux gènes du développement. Les effets des varia-
tions concernant les éléments régulateurs de ces gènes
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semblent jouer un rôle important aux loci à effet
quantitatif (QTL- Quantitative Trait Loci). Dans ce
contexte, nous pouvons citer l’exemple des SNPs
dans des régions régulatrices distales du gène de
la lactase permettant un maintien de l’expression
de la lactase au cours de la vie adulte (Troelsen
et al., 2003 ; Lewinsky et al., 2005 ; Tishkoff et al.,
2007). Les effets quantitatifs causés par des SNPs
régulateurs affectant le niveau d’expression génique
pourraient de manière similaire être associés à de nom-
breuses maladies fréquentes comprenant une compo-
sante génétique, comme le diabète, les maladies car-
diovasculaires, l’hypertension ou l’obésité. Ainsi, dans
un autre travail récent, l’invalidation d’un segment
génomique non codant, comprenant des SNPs associés
aux maladies coronariennes chez l’homme, a eu pour
conséquences des défauts des cellules vasculaires et
une altération de l’expression cardiaque des gènes
avoisinants (Visel et al., 2010).

Les conséquences cliniques des altérations de
régulation spatio-temporelle des gènes commencent
donc à émerger, notamment du fait de l’amélioration
des méthodes d’investigation génomiques à haut débit,
et pourraient peut-être se révéler aussi fréquentes que
les mutations des séquences codantes.
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A.J., Lovell-Badge R., Treier M., Somatic sex repro-
gramming of adult ovaries to testes by FOXL2 abla-
tion. Cell, 2009, 139, 1130–1142.

Valle D., Genetics, individuality, and medicine in the 21st
century. Am J Hum Genet, 2004, 74, 374–381.

Velagaleti G.V., Bien-Willner, G.A., Northup J.K.,
Lockhart L.H., Hawkins J.C., Jalal S.M., Withers
M., Lupski J.R., Stankiewicz P., Position effects due
to chromosome breakpoints that map approxima-
tely 900 Kb upstream and approximately 1.3 Mb
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