Cours n°5 : Conseil génétique, prévention, diagnostic prénatal et pré implantatoire des maladies neuromusculaires héréditaires :

Le but du conseil génétique est :
· De préciser le risque de récurrence d’une maladie, cad le risque pour qu’une maladie neuromusculaire répétée héréditaire, qui est apparue chez un ou plusieurs individus d’une famille, se manifeste à nouveau chez un autre membre de cette même famille. 

· Si le risque est affirmé, le but poursuivi est alors de proposer les moyens de prévenir la récurrence (récidive). Cette prévention est assurée essentiellement, actuellement pour le diagnostic pré natal. 

La démarche est classique. Les données à prendre en compte sont : 

1) Qui demande le conseil génétique ? quel est la personne qui vient à la consultation ? Quel est le lien entre le(s) consultant(s) avec le(s) malades(s) atteint(s) de la maladie neuromusculaire ?

En pratique, qu’est ce que l’on voit ? En pathologies pédiatriques, on voit des cas d’amyotrophie spinale infantile, de myopathie de Duchenne : ce sont souvent des couples qui ont eu un enfant atteint de ce genre maladie (cas des maladies récessive surtout) et qui se posent la question de la récidive possible pour les autres enfants à venir. 
Dans le cas de maladie dominante (maladie de Stenert ou de Charcot Marie), il s’agit d’individus qui sont atteints de la pathologie neuromusculaire et qui se pose la question de la transmission de cette maladie à la descendance (enfants qu’ils ont déjà ou qu’ils souhaitent avoir). 

On voit aussi, de plus en plus fréquemment, des personnes qui ont un ATCD familial (un ou plusieurs parents de degré variable atteint d’une affection neuromusculaire) et qui sont inquiets pour eux-mêmes ou pour leurs descendants. 

On dressera alors un arbre généalogique de la famille, visant à visualiser le lien entre le consultant et les malades. On recherchera des cas similaires dans la famille, qui ont pu échapper au consultant : en effet, dans la maladie de Steinert, la cataracte précoce est un équivalent mineur de la maladie, que les patients ne pensent pas à rattacher à l’affection familiale. 
Une fois ce travail effectué, le simple examen de l’arbre généalogique peut nous donner une approche du mode de transmission de la maladie (vertical= dominant, horizontal= récessif)

2) De quelle maladie neuromusculaire s’agit-il précisément ? Quelle est la maladie qui motive le conseil génétique ? Il faudra la caractériser de façon parfaite et précise car il est impossible de donner un conseil génétique pertinent sans le diagnostic le plus précis de la maladie. 
Le diagnostic de l’affection doit être précis et le déficit moléculaire doit aussi être caractérisé (biochimie, histochimique, Western Blot). En effet, il existe de nombreuses protéines défectueuses à l’origine de maladie neuromusculaire ; par exemple, on ne peut pas parler de maladie de Duchenne sans avoir étudier la dystrophine. 
La caractérisation moléculaire de la maladie permet de déterminer le mode de transmission de la maladie à l’origine du conseil génétique ! 

3) Savoir si l’affection qui a motivé la consultation et qui a été parfaitement caractérisé, y compris au niveau moléculaire, est accessible aux investigations de la génétique moléculaire. Peut-on appliquer les techniques de biologies moléculaires à cette maladie dans cette famille ? En terme simple : le gène en cause dans la maladie est-il connu ? Ce gène se prête t’il à l’analyse moléculaire ? Est-ce que l’on peut l’étudier facilement ? Dans l’affirmative, si on peut faire l’étude génétique et moléculaire de la maladie, cela nous servira à réponde aux interrogations des consultants ! 
On distingue 2 types d’analyses moléculaires : 

· Analyse directe du gène : c’est elle qui faudra toujours privilégier. On analyse directement le gène que l’on connaît : cela consiste à identifier le ou les mutations du gène (selon que la maladie soit dominante ou récessive) responsables de l’affection. Exemples : étude du gène de la dystrophine. C’est une méthode très fiable. 

· Analyse de liaison, de ségrégation ou indirecte : ce type d’analyse consiste à étudier les polymorphismes génétiques (régions variables du génome qui n’ont pas de caractère délétère, qui ne sont pas pathologiques et qui sont propres à chacun) qui permettent de distinguer le chromosome porteur de la mutation du chromosome sain. On suit dans la famille, non pas la mutation qui est inaccessible mais le chromosome porteur de cette mutation inconnu. 
Cette analyse ne doit être envisagée qu’en seconde intention, ou de manière complémentaire à la 1ère  parce qu’elle nécessite une étude familiale complète avec suivi de la mutation. De plus, cette méthode n’est pas systématiquement informative, elle n’a une fiabilité absolue (en raison du risque de crossing over) et n’est pas applicable dans toutes les situations (exemple dans les cas sporadiques).  

Quelque soit le type d’analyse employée, la ou les mutations responsables causales sont d’abord identifiées chez le malade puis dans un 2nd temps, on va rechercher chez le consultant cette ou ces mutations, ce qui permettra de définir sans ambigüité son statut génétique vis-à-vis de l’affection. 

L’étude moléculaire et génétique nécessitent le plus souvent d’avoir recours au prélèvement sanguin du sujet atteint, voire d’autres membres de la famille (dans les études indirects). 

4) Dans quelles circonstances se situent la demande du conseil génétique ? Dans quel contexte ? Y a-t-il une grossesse en cours, quel est son terme et si c’est le cas, qu’en est-il de l’étude moléculaire ? A-t-elle était faite ?
En effet, s’il y a une grossesse en cours, à un terme relativement avancé et que l’étude moléculaire n’a pas été faite parce qu’on y a pas pensé en temps voulu, on se retrouve dans un contexte d’urgence, sans choix de stratégies, sans assimilation des informations données au couple, sans délai de réflexion réelle et avec des prises de décisions hâtives et parfois regrettés par la suite. 

Le conseil génétique doit être donné de préférence avant la mise en route d’une grossesse ! 
L’analyse génétique des sujets atteints de maladies neuromusculaires (myopathes de Duchenne, ASI, maladie de Fredreich) doit être entrepris dès le diagnostic posé. 

Le conseil génétique permet l’estimation du risque. Elle se fait en 2 temps :

· Avant l’analyse moléculaire

· Après l’analyse moléculaire

· Dans un 1er temps ou temps clinique, on va calculer le risque a priori, avant toute analyse moléculaire. Quel est le risque pour le consultant et sa descendance ? 

Le calcul du risque prend en compte le mode de transmission de la maladie (dominant, récessif, autosomique, lié à l’X ect…) et lien entre le consultant et le malade. 

C’est en risque chiffré, rendu en % : c’est une probabilité. 
Il y a une 20aine d’années, on s’arrêtait là. 

· Grâce à la biologie moléculaire, on peut aboutir à un risque de certitude par l’étude du consultant. On donne un diagnostic + ou – sans ambigüité et sans % !
En pratique, quelles sont les principales situations rencontrées ? 

· En pathologies autosomiques dominantes, la maladie est liée à la mutation d’un seul allèle et la transmission a un aspect vertical. 

Exemples : Maladie de Stenert, Maladie de Charcot Marie Tooth

Schéma : 

C’est le cas d’un sujet apparemment indemne, qui un ascendant atteint d’une maladie dominante. Le risque a priori pour le fils est ½ . La première approche doit être fonctionnelle à la recherche de signes cliniques, biologiques ou paracliniques de la maladie chez le fils. Si cette recherche est négative, cela pose le problème du diagnostic présymptomique : il n’y a de signes de la maladie, mais en se servant des outils de la biologie moléculaire, on peut savoir si cet homme développera la maladie. On recherche la mutation chez le père et on compare avec le fils pour savoir s’il est atteint ou non de la maladie. La démarche du diagnostic pré-symptomatique doit être discutée, des mesures de prévention doivent lui être proposées pour retarder ou enrayer l’apparition de la maladie. 
Dans la maladie de Stennert, il vaut mieux faire le diagnostic pré-symptomatique en raison de la surveillance cardio- vasculaire qui s’impose pour pallier au risque de mort subite. 

Ce diagnostic doit comporter des mesures préventives

Par contre, on peut se poser la question d’un tel diagnostic lorsque l’affection redouté est grave, inexorable et dénuée de toute prévention (exemple : Chorée de Huntington, maladie de Charcot Marie Tooth). On devra alors analyser les motivations du patient et les conséquences sociales, professionnelles et financières (empreint et assurance).  
· L’individu atteint se pose la question pour sa descendance (soit déjà né ou soit à venir). Malade = Consultant ici. 
Schéma : 
Pour les enfants déjà nés, s’il s’agit d’un mineur asymptomatique, le diagnostic pré- symptomatique est interdit chez les mineurs sauf s’il peut bénéficier d’une mesure préventive ! CONSENTEMENT LIBRE ET ECLAIREE ! 

Pour les enfants à venir, on va propose un diagnostic pré- natal avec des interrogatoires à se poser car il n’est pas simple ! 

· Un couple qui a eu un 1er enfant atteint d’une maladie dominante et qui se pose la question pour un 2nd enfant. Les 2 parents sont indemnes de la maladie (aucun des 2 n’est porteur de la maladie dominante de son enfant). 
Dans ces cas, le conseil génétique est rassurant car il s’agit d’une néomutation germinale.

Schéma :

Néanmoins, il existe des mosaïques germinales ; on pourra lever le doute par la pratique d’un diagnostic prénatal pour l’enfant à venir, après identification de la mutation chez le frère atteint. 

Voilà les 3 situations en pathologies autosomiques dominantes. En pathologies autosomiques récessives, les sujets atteints ont leurs 2 allèles mutés (chacun étant issu d’un des parents). Les parents sont donc hétérozygotes pour la maladie. 

Exemples : Amyotrophie spinale infantile, maladie de Fredreich. 

Il faut distinguer 2 cas :

· Situation à risque ¼ (25%) : c’est la situation de parents d’un enfant atteint. 
Schéma :

Un couple a par exemple, eu un enfant atteint d’amyotrophie spinale, vivant ou décédé actuellement. Quel risque alors pour les autres enfants à venir? Pour le second enfant, le risque a priori est de 25% car tous 2 sont hétérozygotes.

La stratégie est très simple ; elle consiste à identifier les 2 mutations responsables chez l’enfant atteint. On les retrouve à l’état hétérozygote chez chacun des parents et on recherche les 2 mutations à l’aide d’un diagnostic prénatal à la grossesse suivante. Si on les retrouve, on fait le diagnostic d’Amyotrophie spinale infantile homozygote chez l’enfant et on propose une IVG.   
· Situation de risques a priori faibles : c’est celle de toutes les apparentés, autres que les parents eux-mêmes (frères, sœurs, oncles, tantes, cousins etc…) pour lequel se pose le problème du statut hétérozygote éventuel du conjoint ! 
Schéma :
La mère a une sœur qui se pose la question pour elle-même ! 

Il y a quelques années, on rassurait tout le monde car le risque est très faible : en effet, le risque pour que la sœur soit hétérozygote est de ½ et le risque pour qu’un individu de la population normale soit hétérozygote pour l’Amyotrophie spinale infantile est de 1/40. 

Le risque est donc de ¼ * ½ * 1/40 = 1/300

Actuellement, pour des risques supérieurs à 1/500 et dans la mesure où on bénéficie de l’analyse moléculaire, on va déterminer le statut  de l’individu (conjoint) extérieur à la famille. 

On commence pour rechercher la mutation chez la sœur. Si elle ne l’a pas, ce n’est pas la peine d’aller la caractériser chez le conjoint et on rendra alors un conseil génétique tout à fait favorable. 
Par contre, si la sœur est porteuse de la mutation, on voudra savoir « est ce que le conjoint la possède ? ».

Très généralement, non et le conseil génétique est favorable aussi, dans les limites de l’exploration des hétérozygotes.

Cependant, il peut arriver que les 2 individus du couple portent la mutation : on proposera alors un diagnostic pré natal car on se retrouve dans la 1ère situation avec un risque de ¼ !!!

Pour les maladies fréquentes comme le Fredreich ou l’amyotrophie spinale infantile, on peut rechercher les hétérozygotes de la population générale et dans ces cas de risques a priori faibles, on pourra préciser le risque !!

En pathologie récessive lié à l’X et tout particulièrement dans les myopathies de Duchenne et de Beckert, les individus atteints sont des garçons dont les mères peuvent être conductrices de l’affection. Le statut génétique des sujets féminins de la famille est la base du conseil génétique ! 
Ces femmes hétérozygotes et conductrices étaient très difficiles à repérer avant l’aire de la biologie moléculaire ! Parfois, on proposait le dosage des CPK mais le 1/3 des conductrices obligatoires ont des CPK normales, donc ce n’est pas discriminant. 
Actuellement, grâce à l’identification de la mutation chez le garçon myopathe, on peut la mettre en évidence chez les femmes de la famille et ainsi préciser le statut de ces femmes. 

Schéma :

Un couple a un garçon atteint d’une maladie de Duchenne. Les cas sont souvent sporadiques dans les familles. 

Soit la mère est conductrice et elle a transmis sa mutation à son fils, qui l’exprimera, soit alors elle est indemne et la mutation est survenue pendant l’ovogénèse : mutation germinale ! 

Avant, on ne pouvait distinguer les 2 cas ! 

Actuellement, on identifie la mutation chez le myopathe et on la recherche chez la mère. 

Si - : elle n’est pas conductrice (attention à la mosaïque germinale)

Si + : elle est conductrice

On propose un diagnostic prénatal si + ou – même (cf mosaïque germinale)

Pour la sœur, si elle n’a pas la mutation, on rendra un conseil génétique tout  à fait rassurant ! 

Si elle a la mutation, on proposera par contre, un diagnostic pré natal et pré implantatoire !!

Le diagnostic pré- natal (DPN): 

C’est l’étape ultime du conseil génétique. Il faut préciser qu’il n’existe pas vraiment de diagnostic spécifique pour les maladies génétiques (sauf quelques exceptions). 

Le DPN est à proposer aux couples à risque, pour lequel l’analyse moléculaire est possible et informative. Pour l’amyotrophie spinale infantiles, les maladies de Fredreich, de Duchenne, de Charcot marie Tooth , le DPN est très informatif. 

Ce n’est pas le cas pour les myopathies des ceintures. 

On prélève du tissu fœtal : dans le cas des maladies géniques, le prélèvement de choix concerne les villosités choriales (trophoblastes ou placenta). Il est réaliser à la fin du 1er trimestre de la grossesse, après 12 SA, sous échoguidage de l’aiguille par voie transabdominale. L’analyse génétique ne requiert pas de temps de culture, la qdn et la qualité de l’ADN obtenu sont en général bonnes. Cependant, le risque d’avortement lié au prélèvement de villosités est estimé à 1% à 3% selon l’opérateur ! 
Le geste n’est pas anodin. 

Le prélèvement de liquide amniotique sert à l’étude des cellules amniotiques. Il peut être envisagé tout au long de la grossesse, mais n’est possible qu’à partir de 16 SA. 

Habituellement, on l’effectue vers 17 ou 18 SA, quand on a raté la fenêtre de prélèvement de villosités choriales (12- 13/14 SA). 

On analyse les cellules directement ou après culture. Souvent, le prélèvement est plus tardif et la quantité et la qualité de l’ADN sont limités mais le risque de perte fœtal est moindre : 0.5% environ ! 

Le prélèvement de sang fœtal n’a pas d’indications dans la recherche de maladie neuromusculaires. 

La technique est très simple : l’ADN fœtal est extrait du prélèvement de villosités choriales et soumis à la recherche de la ou les mutation(s) causales. En leur absence, on peut conclure que le bébé est sain. 
Quand la mutation ou les mutations sont présentes, le fœtus est atteint et une IMG peut être proposé au couple. 

Dans le cas des maladies liées à l’X, le diagnostic prénatal est précédé par le diagnostic du sexe de l’enfant (recherche dans le sang mère de séquences du gène SRY masculinisantes). 

Si c’est un garçon, on fait le prélèvement de villosités choriales. Si c’est une fille et on ne fait de diagnostic prénatal car elles seront de toutes façons, indemnes ! 

But : 

· Précocité du diagnostic et de l’analyse par l’amplification des séquences (PCR) : si on effectue ces méthodes, on diminue le délai d’obtention du résultat entre 3 jours et 1 semaine. 

PRECOCITE DU DIAGNOSTIC

· Sécurité du diagnostic : dans tous les cas, la contamination du tissu fœtal par des cellules maternelles est contrôlée et peut conduire à des résultats ininterprétables voir erronés. On associe donc à l’analyse du gène, une analyse complémentaire permettant de conclure à l’absence de contamination maternelle, étudiant les polymorphismes très informatifs. 

Problèmes dans l’indication du DPN : 

· Légitimité de sa réalisation : quand les maladies sont constamment graves, inexorables et qu’elles aboutissent au décès (amyotrophie spinale infantile, myopathie de Duchenne) ou à la survie dans les conditions difficilement acceptables, on n’a pas de question à se poser. 
Cependant, le DPN doit être discuté, dans les maladies neuromusculaires peu sévères ne mettant pas en jeu de pronostic vital ou mental (maladie de Charcot Marie Tooth). 

Pour le cas des maladies potentielles comme la SLA, les gènes ne sont que des gènes de susceptibilité… ou dans le cas des maladies de révélations tardives (Chorée de Huntington) ainsi que pour les maladies d’expressions variables y compris à l’intérieur d’une même famille (maladies par amplification de triplets comme le Stennert), le problème reste entier ! 

Chaque demande revêt un caractère individuel, personnelle, propre à chaque couple et doit être prise en compte de façon collégiale.   
Les perspectives d’avenir qui s’offrent à la prévention des maladies neuromusculaires sont : 

· Diagnostic pré- implantation : il peut être proposé dans la myopathie de Duchenne ou l’amyotrophie spinale. On procède à l’analyse moléculaire après la fécondation artificielle, avant la réimplantation de l’œuf. On fait une FIV (ce qui nécessite la bonne fécondité du couple et la mise en place d’un traitement de stimulation ovarienne) et on obtient une dizaine d’embryons que l’on analyse au point de vue génétique et ne réimplantent que les œufs sains sur le plan des mutations : Sélection de œufs indemnes de l’anomalie moléculaire ! Cette technique évite le recours à l’avortement, à l’IVG : ceci est un gros avantage en termes de morbidité et de psychologie ! Cependant, la technique nécessite une technologie sophistiquée et n’est réalisé que dans 3 centres en France (Paris, Strasbourg et Montpellier), pour les affections les plus courants et le délai de prise en charge est très long (jusqu’à 1 à 2 années) ! 
Pour l’analyse génétique, on se sert du diagnostic indirect donc il faut que toute la famille soit coopérant. 

Le DPI est un grand progrès mais c’est une épreuve très difficile pour les couples !! 

· Diagnostic pré- natal sur prélèvement de sang : on sait que l’ADN libre, multinucléaire et même cellulaire passe dans le sang maternel. On isole donc au niveau du sang maternelle, les cellules fœtales une à une et on les soumet à l’analyse moléculaire (on filtre les cellules fœtales et on vérifie qu’elles sont bien fœtales par l’analyse de polymorphismes)  et on regarde si elles sont porteuses de la ou les mutations. 
Les avantages résident dans l’innocuité du prélèvement, dans la précocité du diagnostic (8 à 10 SA) qui autorisent les interruptions de grossesses par simple aspirations comparables à une IVG, pas d’IMG (habituellement on le fait à 15SM). 

A retenir : 

Prévention, DPN, DPI, les schémas, le fait que le conseil génétique ait lieu avant la  mise en route de la grossesse, l’analyse moléculaire se fait dès le diagnostic posé, on ne fait de conseil génétique sans diagnostic précis de la maladie. 

