de Nanog, expliquant ainsi I’induction
incomplete de Xist dans ces mutants. Par
contre, la perte rapide de ces 3 facteurs
au niveau de Xist (grdce a une manipu-
lation génétique permettant de contréler
I’expression de Oct3/4 dans des cellules
€S) induit une activation massive de Xist
analogue a celle que 'on observe lorsque
I'inactivation se met en place.

Ces résultats démontrent que Nanog,
Oct3/4 et Sox2 sont des répresseurs
essentiels de Xist qui agissent en syner-
gie pour coupler I'inactivation a la plu-
ripotence. Leur action est indépendante
de celle de Tsix puisque dans les dif-
férents mutants testés, I'activation de
Xist peut se faire sans perte d’expression
de Tsix. Nous proposons que Nanog,
Oct3/4 et Sox2 jouent un role central au
cours du développement précoce dans la
transition entre inactivation biaisée et
inactivation aléatoire, en permettant la
répression de Xist sur le Xp et la réacti-
vation de ce chromosome. Dans la lignée
germinale, la ré-expression de Nanog
précede I'extinction de Xist a I'origine
de la réactivation du X [9, 10]. Dans la

Des mutations dans

I’exon HSN2 du gene WNK1
causent la neuropathie

mesure ol Oct3/4 et Sox2 sont égale-
ment présents dans ces cellules, il est
raisonnable de penser que ces 3 facteurs
participent a la reprogrammation de
I’inactivation durant la gamétogenese.
Ces facteurs jouent-ils également un rdle
essentiel dans le contrdle de 'inactiva-
tion de I’X chez I"humain ? Cette question
reste encore en suspend, mais I'acces aux
cellules souches embryonnaires humaines
devrait nous permettre d’y répondre dans
un futur proche. Enfin, si I'on comprend
mieux maintenant comment 'inactiva-
tion du X et la pluripotence sont liées, le
pourquoi de ce lien reste toujours mys-
térieux: la présence d’un chromosome X
inactif est-elle incompatible avec I’état
pluripotent ? ¢

X inactivation in embryonic stem cells
is controlled by pluripotent genes
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Neuropathie héréditaire sensitive

et autonomique et mutations de HSN2
La neuropathie héréditaire sensitive et
autonomique de type Il (NHSAII) tire son
origine d’un désordre génétique récessif
rare. Sa fréquence est plus élevée dans
les populations du Québec et de I'Est du
Canada puisque plus de 50 % des cas
décrits proviennent de ces régions [1]. Ce
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désordre se manifeste des
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la petite enfance par une
perte de perception de la
douleur, du toucher et de la température
due a une perte des neurones sensoriels
périphériques [2]. €n 2004, notre groupe a
identifié des mutations causant la NHSAII
dans HSN2 (hereditary sensory neuro-
pathy), un nouveau géne encodé par un

Montréal, Québec, H3T 1C5 Canada.

seul exon localisé dans 'intron 8 du gene
WNKI qui code pour une serine-thréonine
kinase qui intervient dans la régulation
homéostatique du transport ionique dans
la membrane plasmique [3]. €n 2001, des
délétions introniques du gene WNKI ont été
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associées au pseudohypoaldostéronisme
de type Il (PHAII), caractérisé par une
hypertension [4]. A Pexception de deux
publications décrivant le réle de WNK1 dans
des précurseurs de cellules neuronales
[5] et détaillant son expression au cours
du développement du cerveau [6], peu
d’informations sur le role de WNKI dans le
systéme nerveux ont été rapportées. Nos
récents travaux démontrent que HSN2 est
finalement un exon alternatif de WNKI
et que cet épissage produit une isoforme
exclusive au systeme nerveux, jusqu’ici
inconnue (provisoirement appelé WNK1/
HSN2) [7].

L’observation clinique

et génétique d’une famille informative
Afin de confirmer un diagnostic chez une
patiente présentant les symptomes usuels

de NHSAIl (perte distale des sensations
douloureuses, diminution du sens du toucher
et de la température, absence des réflexes
tendineux, etc.), une famille frangaise nous
a été adressée par le Centre de génétique
de I'hdpital d’enfants de Dijon (Figure 14).
'examen de la patiente n’a révélé ni dysau-
tonomie ni anomalie particuliére de sa pres-
sion sanguine. La lecture des séquences de
HSNZ2 dans cette famille a permis d’observer
une délétion hétérozygote d’une paire de
bases (pb) (639delA, Arg214fsX215) chez
la patiente, son frere asymptomatique et
leur pére (Figure 1B). De fagon inattendue,
car il s’agit d’'un désordre récessif, nous
n'avons pu observer de mutation du second
allele de HSNZ2. Bien que différentes études
aient authentifié HSN2 comme la cause de
la NHSAII [1, 3, 8] et qu’il n’y ait aucun lien
génétique ou fonctionnel connu entre HSN2
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et WNKI, nous avons séquencé WNKI et
détecté une délétion de 2-pb dans 'exon 6
(1584_1585delAG, Asp531fsX547) transmise
de la mére & la patiente (Figure 1C). La mére
ne présentait aucun symptome relié a une
anomalie de la pression sanguine ou a la
NHSAII, ce qui est cohérent avec le fait que
les mutations de WNKI associées au PHAII se
traduisent par de larges délétions affectant
le premier intron et entrainant toutes une
surexpression de WNK1 [4]. €tant donné
que la mere et la fille ne présentent aucune
anomalie de leur pression sanguine, nous
pouvons conclure qu’une perte partielle de
WNKI n’affecte pas le maintien d’une pres-
sion normale. La découverte inattendue de
mutations hétérozygotes composées, I'une
dans WNKI et P'autre dans HSN2, nous a
mené a formuler ’hypothese selon laquelle
HSN2 est un exon alternatif de WNKI.

Vérification de ’hypotheése

dans un modele murin : HSN2

est un exon alternatif de WNKI

Les régions codantes et les éléments régu-
lateurs de HSNZ2 et WNKI sont aussi bien
conservés chez la souris que chez I"humain
(86 % d’identité). Nous avons donc étudié
Iorthologue murin pour tester notre hypo-
thése. Les ARN de tissus embryonnaires
et adultes de souris ont été préparés et

Figure 1. Mutations dans WNK1/HSN2 et détec-
tion de ’ARNm de WNK1/HSN2 par Northern.
A. Transmission des mutations dans la famille
de la patiente. B. Séquences de la délétion
d’une pb (639delA, Arg214fsX215) identifiée
dans HSN2 et (C) de la délétion de deux pb
(1584_1585delAG, Asp531fsX547) dans I’exon
6 de WNKI comparées a la séquence référence
(wt). D. Détection de I'isoforme WNK1/HSN2
par Northern dans différents tissus de souris.
La membrane a été hybridée avec une sonde
complémentaire a HSN2 (haut) avant d’étre
traitée et hybridée avec une sonde reconnais-
sant 'actine-B (bas). GRD: ganglion de la
racine dorsale. €& Diagramme du gene WNK1/
HSN2 incluant les amorces utilisées pour les
RT-PCR (fleches noires) et les sites détec-
tés par les anticorps anti-HSN2 et anti-WNK1
(alpha diagnostic) (en rouge).



séparés par Northern blot. La membrane a
été hybridée avec une sonde complémen-
taire a une région codante située en 3’ de
HSN2. Nous avons ainsi observé un ARNm
de ~10 kb exprimé exclusivement dans les
tissus du systéme nerveux (Figure 1D). Au
stade €13 du développement, ce messager
est davantage exprimé dans le corps que
dans les parties distales comme les mem-
bres et le museau. Ces observations attes-
tant qu’un ARNm de 10,5 kb code WNK1
dans le cerveau [9] concordent avec celles
faites par des groupes indépendants. Afin
de mieux étayer nos observations montrant
HSN2 comme exon alternatif de WNKI, nous
avons réalisé des PCR par transcription
inverse (RT-PCR) a I’aide de deux paires
d’amorces. U'amplification avec la pre-
miere paire (amorces 1 et 2, Figure I€) a
révélé une bande de 160-pb propre aux tis-
sus neuronaux (Figure 24) correspondant a
la taille calculée d’'une amplification entre

I’exon 8 de WNKI et HSN2 et une bande
supplémentaire de 420-pb dans laquelle un
nouvel exon en amont de HSN2 est inclus
dans le systéme nerveux central (exon 8b,
Figure 24, fleche b).

Afin de confirmer de fagon plus définitive
notre hypothese, nous avons réalisé des
immunodétections sur des extraits totaux
de protéines préparés a partir de tissus
de souris séparés par SDS-PAGE et trans-
férés par Western. Deux anticorps ont été
utilisés : I'un ciblant la portion carboxy-
terminale de HSN2 (anti-HSN2) et I'autre
la portion amino-terminale de WNK1 (anti-
WNK1) (Figure 1€). Une protéine de ~250
kDa a été observée dans tous les tissus
avec anti-WNK1 (Figure 2B), ce qui est en
accord avec les publications antérieures
[10]. Par contre, Panticorps anti-HSN2 a
permis d’observer une protéine de ~230
kDa (Figure 2B), ce qui est tres différent du
poids moléculaire d’une protéine encodée
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anti-
WNKI

anti-
HSN2

anti-
actine

uniguement par la séquence de HSN2 (~45
kDa), mais qui correspond au poids molé-
culaire attendu pour une protéine encodée
par I'isoforme WNKI/HSN2.

Conclusion

€n dépit des études antérieures entourant
WNK]1 et de I'absence de symptomes com-
muns entre la NHSAII et le PHAII, nos résul-
tats démontrent clairement I’existence
d’une nouvelle isoforme de WNKI (WNK1/
HSN2) dont I’expression est exclusive au
systéeme nerveux périphérique et central.
Nos observations de I’ADN, de I’ARN et
des protéines établissent donc de fagon
définitive que HSN2 est un exon alternatif
de WNKI. A ce jour, toutes les mutations
connues causant la NHSAII identifiées par
notre groupe, ainsi que par des groupes
indépendants entrainent une troncature
de la protéine WNK1/HSN2. Nos données
génétiques montrent qu’une mutation
hétérozygote dans I'exon HSN2 est suf-
fisante pour causer la NHSAII lorsqu’elle
est combinée a une mutation de WNKI
localisée sur I'autre allele. La séquence
protéique encodée par HSN2 ne présente
aucun motif ou domaine fonctionnel établi
qui puisse suggérer qu’elle exerce un rdle
spécifique au sein du systeme nerveux.
Conséquemment I"impact fonctionnel de
I’inclusion de cet exon dans la protéine
WNK1 demeure inconnu a ce jour.

La NHSAII étant caractérisée par un défaut
de perception sensorielle, I’élucidation
du role exact de WNK1/HSN2 dans le sys-
téme nerveux périphérique ménerait a une
meilleure compréhension de la perception

Figure 2. RT-PCR et immunodétection par
Western. A. Amplification par RT-PCR entre
Iexon 8 de WNKI et HSN2 (amorces 1 et 2,
bas) et entre HSN2 et I’exon 10 (amorces 3
et 4, haut). Les fleches a, b et c indiquent les
produits amplifiés. B. Technique de Western:
immunodétections de WNK1 (par I’anticorps
anti-WNK1, haut) et de WNK1/HSN2 (par I’an-
ticorps anti-HSN2, milieu) a partir de divers
tissus de souris. Un anticorps anti-actine a
servi de contrdle afin de comparer la quantité

de protéines dans chacun des puits.
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de la douleur. tant donné le réle avéré
de WNKI dans le transport ionique et ses
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