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I. Rappels sur la pathologie

	Les dystrophies myotoniques, transmises sur le mode autosomique dominant, se caractérisent cliniquement par une dystrophie musculaire, une myotonie associée à une atteinte multisystémique. A ce jour deux entités distinctes sont caractérisées, les dystrophies myotoniques de type 1 et de type 2 (DM1 et DM2), causées par des expansions de répétitions instables. La dystrophie myotonique de type 1 ou maladie de Steinert est due à l’expansion d’un trinucléotide répété CTG. Le défaut moléculaire responsable de la dystrophie myotonique de type 2 ou PROMM (proximal myotonic myopathy) correspond à l’expansion d’un tétranucléotide répété CCTG.

Avec une prévalence estimée à 1/8000, la dystrophie myotonique de type 1 représente la dystrophie musculaire la plus fréquente de l’adulte. La sévérité de la symptomatologie et l’âge de début sont très variables allant des formes asymptomatiques ou paucisymptomatiques de début tardif aux formes gravissimes à révélation néonatale. Ces différentes formes (forme tardive bénigne, forme classique de l’adulte, forme infantile et forme congénitale) peuvent être observées à l’intérieur d’une même famille avec généralement un phénomène d’anticipation (apparition plus précoce et aggravation de la symptomatologie au cours des générations successives). 

Le défaut moléculaire correspond à l’expansion d’un trinucléotide répété CTG localisé dans la région 3’UTR du gène DMPK (myotonic dystrophy protein kinase) et la région promotrice du gène Six5 immédiatement adjacent (locus DM1 en 19q13.3). 

Dans la population générale, le nombre de répétitions CTG est hautement polymorphe, il varie de 5 à 35. Les patients DM1 ont un nombre de répétitions égal ou supérieur à 50. D’une façon générale, la taille de la mutation corrèle positivement avec la sévérité de la maladie et inversement avec l’âge de début. Les patients peu ou moyennement affectés ont de 50 à 100 répétitions, ceux atteints de la forme classique de 100 à 1000-1500 répétitions et les formes congénitales autour et plus de 1000 répétitions. 

Cependant, comme la corrélation entre la taille de l’expansion dans les leucocytes et la sévérité des symptômes n’est pas absolue, il est difficile (sauf pour les tailles extrêmes) de prédire le pronostic en se basant sur la taille de l’expansion.

Les allèles de 36 à 49 répétitions sont rares ; ils sont le plus souvent trouvés à travers l’étude de descendants symptomatiques porteurs de mutations supérieures à 50 répétitions. Les patients porteurs de ces prémutations sont asymptomatiques, mais sont à risque de transmettre un allèle instable. 




II. Contexte clinique pour l'analyse génétique

A. Proposant

L’analyse génétique peut être demandée devant une suspicion de dystrophie myotonique de Steinert

· soit sur des éléments cliniques (amimie de la face, myotonie, faiblesse musculaire des segments distaux …)

· soit sur des arguments d’électromyogramme. 

La biopsie musculaire est dans tous les cas inutile. 

CAS INDEX : ADULTE
SIGNES D’APPEL PRINCIPAUX:

  Faiblesse musculaire distale

  Dysmorphie
  Myotonie (clinique et/ou électrique)

  Trouble cardiaque

  Cataracte évocatrice d’une dystrophie myotonique de Steinert

  Troubles neuro-psychologiques

  Et/ou autre trouble (endocrinien, digestif, respiratoire, somnolence diurne, (GT élevée….)
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CAS INDEX : ENFANT, ADOLESCENT

PRINCIPAUX SIGNES D’APPEL :

Retard neuromoteur / retard mental / difficultés scolaires


Troubles du comportement (hyperactivité avec troubles de l’attention)

Troubles musculaires (faiblesse musculaire, myotonie)


Troubles cardiaques (troubles du rythme)
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Diagnostic moléculaire de DM1  

Présence de la muta tion DM1   :   Dystrophie myotonique de Steinert   

Absence de la mutation DM1   :   Exclusion de DM1  

Diagnostic moléculaire de DM2  

Présence de la mutation DM2   :   PROMM  

Absence de la mutation DM2   :   Exclusion de PROMM  

Si pas de mutation  

Diagnostic moléculaire    de DM1  

Diagnostic moléculaire des  myotonies congénitales   (gène  CLCN1 )   et/ou   Diagnostic moléculaire des  myotonies du canal sodium   (gène  SCN4A )      

CAS PARTICULIER   myotonie clinique et/ou électrique isolée  

Orientation selon le profil de l’EMG (protocole spécifique des canalopathies)    et les caractéristiques cliniques  



CAS INDEX : NOUVEAU-NE/FOETUS

PRINCIPAUX SIGNES D’APPEL :


Hypotonie

Détresse respiratoire

Troubles succion, déglutition


Pieds-bots*, rétractions tendineuses 


Au cours de la grossesse : réduction des mouvements foetaux, pieds bots*, excès de liquide amniotique


Valeur de l’histoire familiale, examen clinique des parents

[image: image3.emf]Diagnostic moléculaire de  DM1  

Présence de la mutation DM1   :   Dystrophie myotonique de Steinert   

Absence de la mutation DM1   :   Exclusion de DM1  

Si pas de mutation  

Diagnostic moléculaire    de DM1  

Diagnostic moléculaire des  myotonies congénitales   (gène  CLCN1 )   et/ou   Diagnostic moléculaire des  myotonies du canal sodium   (gène  SCN4A )      

CAS PARTICULIER   myotonie clinique et/ou électrique isolée  

Orientation selon le profil de l’EMG (protocole spécifique des canalopathies)    et les caractéristiques cliniques  
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1  en raison de faux négatifs observés avec la TP - PCR, une absence d’amplification par TP - PCR associée à la détection d’un seul allèle de taille normale ne permet  pas d’exclure le diagnostic de DM1     2   en raison de faux  négatifs observés avec la LR - PCR, un résultat négatif par LR - PCR doit conduire à une analyse par Southern blot      3   e n cas de détection d’allèles en zone grise par la technique PCR (36 - 49 CTG), il est recommandé de contrôler l’absence d’une amplification as sociée (> 50 CTG)  par Southern blot.     Une enquête familiale est recommandée ,  car il existe une instabilité de ces allèles prémutés, notamment lorsque ces allèles sont transmis par les hommes.      4   d ans certains cas (urgence, faible quantité de matériel reçu …), un compte - rendu de présence de mutation sans préciser la taille peut être émis .  

PCR    et/ou TP - PCR    et/ou QMPSF    

 1 allèle  normal    et 1 allèle en zone grise 3   (36 - 49 CTG)   Techniques   :    PCR, TP - PCR, QMPSF  

1 allèle normal   (1 copie)   Technique   : QMPSF  

1 allèle normal   (1 ou 2 copies?)   Techniques   : PCR, TP - PCR 1    

1 allèle normal     et 1 allèle muté ( ≥ 50 CTG)   Techniques   : PCR, TP - PCR,  QMPSF  

Southern blot(s)    ou LR  PCR 2  

QMPSF  

2 allèle s    normaux     (2 copies)    

1 allèle normal   (1 copie)    

Absence de  mutation  

Présence d’une  mutation     Estimation de sa  taille  

Présence  d’une  prémutation  

Prémutation   Rendu de la taille    

Exclusion du  diagnostic  

Southern blot(s)    ou  LR  PCR 2  

Southern blot(s)    ou LR  PCR 2  

Southern blot(s)    ou LR  PCR 2  

Mutation +    Rendu de la taille  

Exclusion du  diagnostic  

Mutation +    Rendu de la taille   Mutation +    Rendu de la taille  

-  2 allèles normaux   (5 - 35 CTG) de taille  différente   Techniques   :   PCR, TP - PCR, QMPSF     -  2 allèles norma ux de  même taille   Technique   : QMPSF    

Taille de la  mutation  déterminée    

Taille de la  mutation  non  déterminée    

Présence d’une  mutation     Estimation de sa  taille   Présence d’u ne  mutation     Estimation de sa  taille  

4  

Southern blot(s)   (pour vérifier  l’absence d’une  mutation associée)  



B. Diagnostic présymptomatique

La dystrophie myotonique de Steinert entre dans le cadre des pathologiques graves à révélation parfois tardive pour lesquelles un diagnostic présymptomatique peut être réalisé chez un apparenté non atteint et majeur souhaitant connaître son statut. 

Le diagnostic ne peut être réalisé que si la mutation a été préalablement identifiée par génétique moléculaire dans la famille.

Le diagnostic ne peut être réalisé que si l'individu est lui-même demandeur : il ne peut s'agir en aucun cas d'un prélèvement réalisé à l'initiative du médecin dans le cadre d'une enquête familiale. De plus, la personne à risque doit être préparée à l'annonce d'un résultat qui peut bouleverser ses perspectives d'avenir. Légalement (loi du 29 juillet 1994 ; décret d’application n° 2000-570 du 23 juin 2000, Article R.145-15-5 du code de la santé publique), cette préparation et la réflexion associée doivent se faire dans le cadre d'une consultation pluridisciplinaire déclarée auprès du ministère, associant un généticien, un psychologue, +/- un psychiatre, +/- une assistante sociale, et suivant un protocole type de prise en charge.
L’analyse chez les enfants mineurs non symptomatiques peut être discutée en raison du bénéfice direct de la surveillance cardiaque. En l’état actuel des connaissances sur le risque cardiaque chez l’enfant, un diagnostic présymptomatique peut être réalisé chez un enfant mineur à partir de 10 ans. Dans ce cas, l’enfant doit donner son consentement et sa prise en charge doit se faire dans le respect des modalités du diagnostic présymptomatique. L’accompagnement psychologique de l’enfant et de ses parents doit être intensifié. Si le diagnostic présymptomatique n’est pas réalisé (non souhait de l'enfant et/ou des parents), une surveillance cardiaque annuelle et des précautions anesthésiques sont préconisées.

Le résultat d’un diagnostic présymptomatique doit être confirmé sur un second prélèvement indépendant. 

C. Diagnostic prénatal 

Le diagnostic prénatal peut être réalisé dans deux contextes différents :

· Diagnostic anténatal sur antécédent familial : dans ce cas, la mutation doit avoir été mise en évidence dans la famille. Le diagnostic est proposé de préférence sur biopsie de trophoblaste ou à défaut sur un prélèvement de liquide amniotique. 

· Diagnostic anténatal sur signes d’appel échographiques : hypomobilité fœtale parfois associée à un hydramnios ou à des pieds bots. 

· l’exclusion de la dystrophie myotonique de Steinert peut se faire par l’étude des parents : l’analyse doit dans ce cas être réalisée sur les deux parents. 

· lorsqu’il existe un prélèvement fœtal, il est recommandé d’analyser le fœtus en même temps que ses deux parents (au minimum la mère afin d’écarter une contamination du tissu fœtal par du tissu maternel). 

Le laboratoire insistera auprès du médecin prescripteur pour que, dans la mesure du possible, une culture des cellules fœtales soit conservée au laboratoire de cytogénétique afin de permettre la réalisation éventuelle d’un Southern blot.

III. Arbres décisionnels pour l'analyse génétique

A. Méthodes d’analyse

Le diagnostic positif repose sur la mise en évidence de l’expansion de la répétition CTG. 

Un diagnostic d’exclusion de DM1 est porté si 2 allèles de taille normale sont détectés.

L’analyse de la répétition CTG en 3’ du gène DMPK peut se faire par différentes techniques,  chacune ayant son domaine d’application. 

	Technique
	Domaine d’application

	PCR fluorescente
	Diagnostic d’exclusion si 2 allèles de taille normale et différente

Quantification du nombre de triplets pour des mutations de petites tailles (< 100 CTG)

	QMPSF
	Diagnostic d’exclusion si 2 allèles de taille normale et différente ou si 2 allèles normaux de même taille

Quantification du nombre de triplets pour des mutations de petites tailles (< 100 CTG)

	TP PCR
	Diagnostic d’exclusion si  2 allèles de taille normale et différente

Confirmation du diagnostic de DM1 

Quantification du nombre de triplets pour des mutations de petites tailles (< 100-120 CTG)

	LR PCR
	Confirmation du diagnostic de DM1 

Estimation du nombre de répétitions en cas de détection d’un allèle porteur d’une amplification de taille comprise entre 100 et 4000 CTG

	Southern blot 


	Confirmation du diagnostic de DM1

Estimation du nombre de répétitions des allèles mutés. Utilisation de  Southern blot(s) (choix des enzymes, conditions de migration…) adaptés à la mise en évidence de toutes les mutations (petite et grande taille)


NB :
La LR PCR et le Southern blot ne sont pas adaptés à la détermination de la taille des allèles     normaux.

Des faux négatifs sont observés avec la LR-PCR et la TP-PCR: une LR-PCR négative 

ou une TP-PCR négative ne peuvent donc permettre d’exclure à elles seules le diagnostic de DM1. L’absence de mutation doit être confirmée par QMPSF ou Southern blot.
La multiplicité et l’évolutivité des méthodes diagnostiques rendent difficile l’établissement d’un arbre décisionnel technique. Les principes retenus dans ces recommandations sont les suivantes :

· Le résultat doit être basé sur deux analyses indépendantes :

· au mieux en utilisant deux techniques différentes à deux moments différents. Si les deux techniques sont basées sur la méthode PCR, il est préférable d’utiliser des amorces différentes. 

· à défaut en utilisant la même technique mais avec deux analyses différées dans le temps.

·  Les techniques utilisées doivent avoir été validées dans le domaine d’application considéré.

·  Le résultat doit être rendu avec une notion d’imprécision dans le nombre de répétitions observé (+/- 2 CTG). 
B. Etude du cas index ou étude familiale

1. Exclusion du diagnostic de dystrophie myotonique de Steinert
Exclusion du diagnostic de dystrophie myotonique de Steinert chez un patient présentant deux allèles normaux de taille différente : l’observation de deux allèles de taille normale (<5-35 CTG) doit être obtenue au mieux par deux techniques indépendantes réalisées à deux moments différents, au minimum par la même technique réalisée à deux moments différents. Le compte rendu doit signifier le nombre de CTG observé. 

Exclusion du diagnostic de dystrophie myotonique de Steinert chez un patient présentant deux allèles normaux de même taille : l’homozygotie peut être vérifiée par une technique semi-quantitative de type QMPSF (deux réactions de QMPSF avec des contrôles internes différents sont proposées). Alternativement, devant la détection d’un seul allèle de taille normale par PCR fluorescente, la distinction entre 2 allèles normaux de même taille  ou 1 allèle de taille normale + un allèle muté non amplifié par la PCR peut être faite par une analyse par Southern blot(s).

L'existence de faux-négatifs en TP-PCR empêche l'utilisation de cette technique en complément de la PCR fluorescente pour affirmer formellement l'homozygotie.

Le compte rendu doit signifier le nombre de CTG observé.  

En cas de diagnostic présymptomatique, l’exclusion du diagnostic de dystrophie myotonique de Steinert doit être confirmée sur un second prélèvement indépendant. Une seule technique peut être réalisée sur le second prélèvement.

2. Confirmation moléculaire du diagnostic de dystrophie myotonique de Steinert
Le diagnostic de présence d’une mutation doit se baser sur deux techniques indépendantes (voir III-A). Il nous semble important, pour la prise en charge du patient, qu'une estimation de la taille de l'expansion soit précisée au prescripteur. C'est la raison pour laquelle, nous préconisons qu'une des deux techniques permette la quantification du nombre de triplets CTG. Dans ces conditions, le compte rendu doit signifier le nombre de CTG observé. 

Cependant, dans un certain nombre de situations (urgence, faible quantité de matériel reçu, débit modéré d’analyses...), il est possible de confirmer le diagnostic de dystrophie myotonique de Steinert par deux techniques indépendantes sans donner une estimation de la taille de l'expansion. Nous laissons au choix du prescripteur l'exigence d'une estimation de la taille de l'expansion.

En cas de détection d’amplifications de petite taille par technique PCR, si la symptomatologie est en discordance avec cette petite mutation, il est recommandé de contrôler l’absence d’amplification de plus grande taille par Southern blot.
En cas de diagnostic présymptomatique, la confirmation du diagnostic de dystrophie myotonique de Steinert doit être faite sur un second prélèvement indépendant. Dans ce cas, une seule technique peut être réalisée.

3. Présence d’un allèle en zone grise

En cas de détection d’allèles en zone grise par la technique PCR (36-49 CTG), il est recommandé de contrôler l’absence d’une amplification associée (> 50 CTG) par Southern blot.

Le compte rendu doit signifier le nombre de CTG observé.

Une enquête familiale est recommandée car il existe une instabilité de ces allèles prémutés, notamment lorsque ces allèles sont transmis par les hommes. Un diagnostic prénatal peut être proposé si l’allèle prémuté est transmis par le père.

Arbre décisionnel dans le cadre de l’étude d’un cas index ou d’une étude familiale 

C. Diagnostic prénatal sur antécédent familial

Il est recommandé d'analyser le prélèvement fœtal et les prélèvements des deux parents en parallèle.

La réalisation du diagnostic anténatal doit suivre les recommandations émises par l’ANPGM (document validé en juillet 2007), notamment en ce qui concerne le contrôle de l’identité fœtale et de l’absence de contamination du tissu fœtal par du tissu maternel. 

L’exclusion de la dystrophie myotonique de type 1 doit se faire sur deux techniques indépendantes réalisées à deux moments différents. Les allèles observés chez le fœtus doivent être cohérents avec les allèles parentaux observés. 

La confirmation de la présence d’une amplification anormale du triplet CTG doit se faire par deux techniques indépendantes réalisées à deux moments différents, dont au moins une permet la quantification du nombre de triplet CTG. Le compte rendu doit signifier dans la mesure du possible le nombre de CTG observé chez le fœtus.
Dans certains cas (urgence, faible quantité de matériel reçu…), un compte-rendu de présence de mutation sans préciser la taille peut être émis.

Le diagnostic indirect peut être utilisé comme deuxième méthode indépendante si les prélèvements de la famille permettent d'établir la phase.

En cas de détection d’allèles en zone grise par la technique PCR (36-49 CTG), il est recommandé de contrôler l’absence d’une amplification anormale associée par Southern blot.

D. Diagnostic prénatal sur signes échographiques

L’exclusion de la dystrophie myotonique de type 1 peut se faire par l’étude des parents : l’analyse doit, dans ce cas, être réalisée sur les deux parents. Le diagnostic suit les mêmes recommandations que celles décrites paragraphe III.B.

En cas de prélèvement fœtal, il est recommandé d’analyser en parallèle le fœtus et les deux parents, au minimum la mère. L’analyse du prélèvement fœtal suit les mêmes recommandations que celles décrites au paragraphe III.B. Cependant, si le fœtus présente un seul allèle de taille normale par PCR fluorescente et une TP-PCR négative et en l’absence de la détection par PCR fluorescente de deux allèles normaux chez les deux parents, il est nécessaire de contrôler l’absence de mutation chez les 2 parents ou le fœtus par Southern blot ou QMPSF. 

En cas de détection d’une mutation DM1, l’analyse doit suivre les recommandations du paragraphe III.C.

En cas de détection d’allèles en zone grise par la technique PCR (36-49 CTG), il est recommandé de contrôler l’absence d’une amplification anormale associée par Southern blot.

 Annexe : Liste des laboratoires de diagnostic moléculaire de la maladie de Steinert

 (Source : Réseau "Maladies Neurologiques, Musculaires, Neurosensorielles et Retards Mentaux", Etat des lieux 2006)

	
	
	Techniques utilisées

	Ville
	Responsable
	PCR
	TP PCR
	QMPSF
	Southern blot
	LR PCR

	Angers
	MC Malinge
	X
	
	
	X
	

	Bordeaux
	B Arveiler
	X
	X
	
	X
	

	Clermont-Ferrand
	I Creveaux
	X
	X
	X
	X
	

	Grenoble
	J Lunardi
	X
	X
	
	
	

	Lille
	B Sablonnière
	X
	X
	X
	
	X

	Lyon
	P Latour / M Bost
	X
	
	
	X
	

	Marseille
	R Bernard
	X
	X
	X
	X
	

	Nancy
	C Philippe
	X
	X
	
	X
	

	Nantes
	P Boisseau
	
	X
	
	X
	

	Boulogne
	H Radvanyi
	X
	X
	
	X
	

	Paris-Robert Debré
	S Drunat
	X
	X
	X
	X
	

	Paris-Kremlin Bicêtre
	A Mantel
	X
	
	
	X
	

	Paris-Necker
	JP Bonnefont
	X
	
	
	X
	

	Rennes
	M Blayau
	X
	
	
	X
	

	Rouen
	P Saugier-Veber
	
	
	X
	X
	

	Strasbourg
	M Koenig
	
	X
	X
	X
	

	Tours
	M Raynaud
	X
	
	
	X
	

	Versailles
	E Mornet
	X
	X
	
	X
	





















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































* les pieds bots sont essentiellement un signe d’appel pour la dystrophie myotonique de Steinert














































































































































































































































































































































































































































































































