Fiche Génétique — COURS 5

Indications et méthodes de I’analyse
de ’ADN pour le diagnhostic des
maladies génétiques

Pr Leguern



| GENERALITES

Diagnostic positif

> Le diagnostic positif : Recherche d’un variant pathologique chez un
sujet atteint

- Confirmation du diagnostic (+++ en neurologie)
- Formes de début, formes frustres
- Envue d’un diagnostic prénatal, dans le cadre d’un conseil génétique

Conseil
génétique

> Le conseil génétigue : recherche d’hétérozygote pour les conjoints de
porteur pour les maladies fréquentes (risque pour le couple d’avoir un

enfant atteint)

Diagnostic
prénatal

> Le diagnostic prénatal : maladie grave a début précoce

- Mucoviscidose
- Amyotrophie spinale
- Myopathie de Duchenne...

Diagnostic pré
symptomatique

La démarche du
clinicien

> Le diagnostic pré symptomatique : maladie a révélation tardive.
- Formes familiales de cancer (BRCA1; BRCA2)

- Maladie de Huntington ;
- Formes familiales de cardiopathies, ...

| LE DIAGNOSTIC POSITIF

> Definir le phénot | |
- Eléments cliniques

- Examens complémentaires

- Evolution de la maladie.

> L’arbre généalogique :

- Utiliser les symboles « officiels »

- Mettre le nom et le prénom de tous les individus représentés
- Leur date de naissance (ou I'age)

- Indiguer ceux qui ont eu un prélévement (*)

- Indiquer les personnes décedeées.

- Aprés information au patient avec signature d’un consentement (+++)
- Toujours accompagné d’une synthése du dossier clinique
- 7 a10 ml de sang an moins de 48h a température ambiante

Quel est le mode
de
transmission ?
1 seul variant
pathologique a
identifier

» Autosomique dominant, dominant ou récessif lié a I’X

- Neurofibromatose (AD)

- Maladie de Marfan (AD)

- Myopathie de Duchenne (RX) = pas de transmission pére-fils
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Quel est le mode
de
transmission ?
2 variants
pathologiques a
identifier

Autosomique récessif
Mucoviscidose
Phénylcétonurie

Déficit en 21-OH

2 variants pathologiques a identifier

. |

Méme variant|sur les 2 copies
géne
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Le probléme des
cas isolés

: (pourquoi a-t-on un probléme de cas isolés ?)

Fratrie de petite taille
Perte de la mémoire familiale
Pathologie cachée dans les familles

R—-0 R =0,50 R =0,50 R=0
AR AD Variant de novo Phénocopie

AR : autosomique récessive secondaire a la consanguinité. Donc, la
probabilité que le VP soit transmis a la génération suivante est quasi nulle.
AD:R=0,50

Variant de novo : on a une mutation chez I'enfant, mais lorsque I'on préléve
les parents, on s’apercoit que le variant n’est ni chez le pére ni chez la
mére. Comme I'enfant est hétérozygote pour la mutation et qu’il est atteint,
on a une transmission AD. Donc, 50% de chance de le donner a la
génération suivante.

Toutefois, le risque peut aussi étre égale a 0. En effet, certaines maladies
ressemblent & des maladies génétiques mais ne le sont pas. C’est ce qu’on
appelle des phénocopies. (+++)

Hétérogénéité
génétique ?

Quand une maladie génétique peut étre due a des variants
pathologiques dans des génes différents

NON : (alors 1 maladie = 1 géne) Mucoviscidose ; Myopathie de Duchenne ;
Phénylcétonurie...
» 1 seul géne a analyser




Hétérogénéité
génétique ?

> Hétérogénéité génétique ?
OUI: Plusieurs génes a analyser (délai des résultats
-Hémophilie (A et B), mais I'activité FVIII et FIX permet d’orienter I'étude;

Neurofibromatose;
-Formes familiales de cancer du sein (BRCA1 et BRCA2);

—>Tous les génes sont-ils connus ?
NON

I—»Quelle est la proportion de familles pour lesquels on trouve

un variant pathologique dans les génes connus?

Hétérogénéité
allélique ?

Définition : quand une maladie génétique peut étre due a des variants
pathologiques différents du méme géne

NON : Drépanocytose : la mutation Q26V dans le géne de la B-globine
(homogénéité allélique)

1 seul variant pathologique a rechercher
Cette situation est rarissime

Hétérogénéité
allélique ?

Hétérogénéité allélique ? OUI

Mucoviscidose (1000 variants pathologiques différents)
Myopathie de Duchenne

Phénylcétonurie......

Tout ou partie du géne a explorer

MUTATIONS IN LDL RECEPTOR GENE
The Dallas Collection
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Les questions

Quel est le type de variants pathologiques identifiés dans le géne ?

Variants ponctuels, Petite insertion/duplication dans la séquence
codante :

*Mucoviscidose

*Drépanocytose

*Phénylcétonurie.




- Réarrangements génomiques :
*Myopathies de Duchenne
*Charcot-Marie-Tooth 1A et neuropathie héréditaire
*Neurofibromatose (NF1).

- Les variants instables :
*Maladie de Huntington
[ a maladie de Steinert

[ ’X fragile ]
\ LES OUTILS MOLECULAIRES

- Aujourd’hui, la majorité des techniques d’identification de variants est basée
Sur 'amplification in vitro ou polymerase chain reaction (PCR +++)

- Ensuite, c’est le séquencgage direct sur produits de PCR qui est utilisé
majoritairement pour identifier les variants ponctuels et les petits
réarrangements de la séquence codante et des segments adjacents (sites
d’épissage)

Généralités

- Aujourd’hui se développent des techniques de séquengage haut débit,
Next Generation Sequencing (NGS)

Le principe de la n cycles:
PCR Na2n
No 0.
. copies
copies [

- La dénaturation de ’ADN double brin 4 95°C
- L’hybridation du couple d’amorces (primers) sur chacun des brins d’ADN
Les 3 étapes de a une température fonction de la composition nucléotidique de 'amorce
la PCR (entre 50 et 60°C)
- L’élongation, c’est-a-dire la synthése du brin complémentaire par la Taq
polymerase a 72°C

1- On fait une PCR

Séquencage direct sur produit de PCR classique.
2- Puis, on en refait une 2°
5’ cccanceic 3" ‘peRra) Zogroee de shausnoe - (PCR2). Puis
3’ GGGTTCCAG 5° 2 GGG TCCAG " A 2
z électrophorése
Séquengage . P
ir r pr i Produit amplifié par PCR - , .
d ec;suPCpRodu t it Ca s'est bien quand on
€ GGGTTCCAG connait la mutation.

Variant dans le 23me exon

Electrophorése
capillaire

Caméra CCD




La préparation des librairies

ADN génomique: 20-30 kb

1-Fragmentation de
’ADN : 300-500 pb
(gréace aux ultrasons, ou
traitements

LE NGS : ETAPE — ——— —— enzymatiques)
1 2- Ajout des amorces de séquengage —_— 2-AJOut deS amorces de
—— - séquencage (en jaune)
3- Ajout de ’identifiant du patient
-_— - 3-Ajout de l'identification
— du patient (on mélange
les librairies des
patients, en rouge).
1-Ajout des sondes de
La Cap ture capture couplées a une

LE NGS : ETAPE
2

1- Ajout des des de capture plées a une

ile de biotine —

)

[ ——
—— )

2- Hybridation spécifique des sondes avec I’ADN cible (exons)

—
-_——
L ——]
— ]

3- Fixation des hybrides sur des billes métalliques recouvertes de Streptavidine

molécule de biotine (en
bleu)

2-Hybridation
spécifique des sondes
avec I'ADN cible
(exons)

3-Fixation des hybrides
sur des billes
métalliques recouvertes
de Streptadivine

LE NGS-ETAPE
3:Le
séquengage

LE NGS-Etape 3: Le séquencage

1- Fixation du brin a séquencer 2/3- Elongation + Lecture
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a- lame support - :

¢- amorce de séquencage Z

d- fragment a sequencer TET)
e- caméra haute resolution A

- systéme d'acquisition et Sl PiiiiVviL
dlinterprétation des images

-La profondeur : nombre de fois qu'une séquence d’ADN donnée a été lue
-La couverture : % de la région d'intérét qui a été lue au moins une fois

AT

Les possibilités
du NGS

Tester plusieurs dizaines de génes dans un méme « Panel ciblé de génes »
Tester la séquence codante de tous les génes du génome : « Exome »
Séquencer le génome d’un individu (exome + toutes séquences hors exons)
Détecter les variants ponctuels (+++) et les réarrangements
génomiques (+)




Le variant est-il
pathologique ?

Conseil
génétique (1)

> Arguments en faveur de la responsabilité d’un variant :

>> Ségrégation du varjant ; (avec la maladie)
- Ségrégation parfaite avec la maladie dans la famille
- Variant apparu de novo concomitamment au phénotype

>> Variant non retrouvé dans une population contréle ; le rechercher dans les
bases de données sur les polymorphismes du génome humain (1000G, dbSNP,
ExaC, GnomAD,.)

>> i ;. Codon stop prématuré
>> Résj & tre : ‘@
>> Tests fonctionnels.

LE CONSEIL GENETIQUE

Mucoviscidose
Fréquence Malades: 1/2500
Fréquence Hétérozygotes: 1/25

A, 24 ans est saine donc risque H: 2/3
B, sain, risque H: 1/25

(si pas de consanguinité)

Risque transmission a leur enfant: %

Donc 2/3 x 1/25 x Va = 1/150
Mucoviscidose:
»>AR: on cherche 2 variants;
»Homogénéité génétique: gene CF;
»Hétérogénéité allélique: oui

»>Type de variant pathologique: ponctuel ou

Conseil
génétique (2) :
ASO

délétion de qq pb
-e frére de Mme B est homozygote pour 1 variant pathologique (70%) AF508 (délétion de
4F508 comme prés de 50% des patients 3bp)
2n France. On la recherche donc chez Mme B
AF508
Géne muté | A1 2

Géne normal

1- Amplification des 2 copies par PCR
2- Dénaturation de I’ADN et dép6t sur une membrane: -

3- Hybridation avec une sonde mutée /'

® © O Q/\ﬂ

La sonde radiomarquée s’est

4- Déshybridation de la sonde mutée: Hybridée avec 'ADN cible:ily a
complémentarité parfaite

5-hybridation avec une sonde de séquence normale: La sonde radiomarquée ne
O s’est pas hybridée avec ’ADN
cible: il y a complémentarité

OIH ‘n ‘IZ .uz imparfaite

AF508 / +
AF508 / + AF508 / +

AF508 / AF508




Conseil
génétique (3)

Le contexte

- Lerisque de A pour sa
descendance a été majoreé par les

résultats du test moléculaire : de |1 2
1/150 a 1/100 O
- Un test moléculaire a été pratiqué
chez son Conjoint 11.3: DF508/+
- Le risque d’avoir un enfant atteint AF508/+ | AF508/+
pour le couple est V4
>> La demande d’un diagnostic I ‘
prénatal est justifiée 1 2 3

AF508/ AF508 AF508/+ AF508/+

LE DIAGNOSTIC PRENATAL

ST indi ble d
- Le(es) VARIANT(S) responsable(s) dans la famille
- Le(s) porteur(s) dans le couple.

> Information lors d’1 (ou plusieurs) consultations de conseil génétique

- Maladie sévére en termes de pronostic vital et/ou fonctionnel
- Pour laquelle il n’existe pas de traitement.

En pratique (1)

> Preks Je villosités choriales -

- Entre 10-12 SA

- Risque maternel faible
(métrorragies,
hémorragies
intrapéritonéales,
infection, Iso-
immunisation Rh) ; TR

- Risque foetal 2-5% T N
(avortement)

< Syncytiotrophoblaste Erythrocytes

- 10-20 mg de tissu.

> Avant l'extraction d’ADN :

- Elimination de tout tissu maternel (dissection de la caduque)
- Recherche d’'une anomalie de nombre des chromosomes.

> Extraction d’ADN :

- Durée : 7z journée £ 1 nuit

- Quantité : 500 ng-5 pg

En pratique (2)

- Utilisable pour toute technique (pb de quantité pour le Southern blot).

- Demande peu d’ADN (50 ng)

- Rapide < 7]

> Recherche ciblée du (des) variant(s) pathologiques ;

- Puisqu’il(s) est (sont) connus)

- Seulement une partie du géne est explorée (1 exon par exemple)
> Confi . e I'al | s lle :

- Par analyse de marqueurs microsatellites

- Il faut au moins avoir ’ADN de la mére+++




En pratique (3)

Le contexte

Prélévement des villosités choriales
Extraction d’ADN .
Analyses moléculaires de 'ADN : des villosités

choriales, de la mére 11.2, du pére 11.3, de témoins

positifs pour chacune des mutations, de témoins

négatifs

Recherche ciblée de : AF508 par technique ASO !

AF508/+ |  AF508/+

AF508/ AF508 AF508/+ AF508/+

AF508 /+ ++ |
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AF508 / AF508 AF508 /+

AF508/ AF508 AF508/+ AF508/+

> L’ADN des villosités choriales n’est pas porteur du
variant pathologique AF508:

s atteint de

L'enfant ne ser:

| LE DIAGNOSTIC PRESYMPTOMATIQUE

Il est indi bled ‘

Le(es) VARIANT(S) responsable(s) dans la famille

Le diagnostic moléculaire se pratique dans le cadre d’un protocole de
diagnostic pré symptomatique

Chez sujet asymptomatique majeur a risque pour la maladie

: E|I /.‘/?::S Cancer du sein familial:
T »>AD: un seul variant a identifier
Il D, .2 73ans >Hérérogénéité génétique: BRCA1
T BRCA2 (15 4 20% des familles+++)
»>Hétérogénéité allélique: oui
Exemple du. ‘ ‘ N ‘ >Type de variant:
cancer du sein o & 06 0 8 e
familial ‘ sein \—‘—/ssm | v'Réarrangement génomique
vV OO O 0o
Vo
> Préléevement effectué lors d’'une consultation programmeée dans le cadre
d’un protocole de diagnostic pré symptomatique
> Le délai de rendu des résultats est fixé lors de la consultation de
En pratique prélévement : 1 mois p.e. (la date de la consultation est fixée)
> Recherche ciblée du variant pathologigue :
>> Car il est connu
>> Seulement une partie du géne est explorée (1 exon par exemple)
>> Analyse faite en duplicat (la stratégie dépends du laboratoire)
Prise en charge > Diagnostic précoce
de femmes - Examen direct (2-3/an), mammographie annuelle a partir de 30 ans
porteuses de - Dépistage par IRM mammaire (1/an)
variants » Chirurgie prophylactique
pathologiques - Ovarienne : recommandée a partir de 35 ans
des génes - Mastectomie : a discuter
BRCA1 o » Chimio-prévention :
BRCA2 = - Tamoxiféne, proposé a partir de 50 ans (sur 5 ans)




