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Annexe : liste des laboratoires de diagnostic moléculaire de la dystrophie myotonique de type 2 (PROMM)

I. Rappels sur la pathologie

	La dystrophie myotonique de type 2 (PROMM, proximal myotonic myopathy), de prévalence non encore établie,  est un désordre autosomique dominant de phénotype assez similaire à la forme adulte de la maladie de Steinert. Le défaut moléculaire correspond à une expansion d’un tétranucléotide répété CCTG localisé dans l’intron 1 du gène CNBP (locus DM2 en 3q21). Le terme de dystrophie myotonique de type 2 (DM2) a été adopté pour tous les désordres myotoniques progressifs avec atteinte multisystémique liés au locus DM2 ; le terme de dystrophie myotonique de type 1 (DM1) est actuellement préféré pour désigner la maladie de Steinert causée par l’amplification de la répétition CTG au locus DM1.

Le diagnostic clinique de DM2 est d’une façon générale moins facile à établir que celui de DM1, le diagnostic moléculaire est rendu difficile par la très grande taille de l’expansion.
La dystrophie myotonique de type 2 partage trois signes cardinaux avec la dystrophie myotonique de type 1 : la faiblesse musculaire, la myotonie et la cataracte précoce. Elle s’en distingue par l’âge de révélation plus tardif (âge moyen 48 ans ; âge de début de 13 à 67 ans), l’absence de forme congénitale et de retard mental, la fréquence des myalgies, le siège de la faiblesse musculaire (prédominance pour les segments axiaux et proximaux), le caractère inconstant de la myotonie y compris à l’EMG et de l’atteinte faciale. Le phénomène d’anticipation reste discuté. Des variants très sévères de la maladie peuvent se voir (troubles musculaires importants, mort subite par complications cardiaques). 

La présentation clinique est cependant souvent peu spécifique et une maladie neuromusculaire d’étiologie indéterminée est envisagée chez une proportion significative de patients. Ceci explique que la réalisation d’une biopsie musculaire soit encore fréquemment envisagée dans le contexte d’une myopathie proximale sans autre élément clinique d’orientation.

Le défaut moléculaire correspond à l’expansion d’une répétition nucléotidique présente dans le microsatellite CL3N58 localisé dans le premier intron du gène CNBP (CCHC-type zinc finger, nucleic acid binding protein) (locus DM2 en 3q21.3). 

Ce microsatellite a une structure complexe :(TG)12-26(TCTG)7-12(CCTG)3-9(G/TCTG)0-4(CCTG)4-15. Les expansions DM2 ont un motif (CCTG)n ininterrompu, elles peuvent atteindre des tailles aussi grandes que 40Kb. La plus petite expansion DM2 rapportée est de 75 répétitions CCTG (Liquori et al., Science, 2001). Les expansions ne diminuent pas l’expression du gène CNBP. Les pré-ARNm contenant les expansions CCUG sont normalement épissés et exportés du noyau. Seules les expansions CCUG sans régions flanquantes de l’intron 1 s’accumulent dans le noyau, elles seraient par elles mêmes suffisantes pour causer les effets multisystémiques de DM2. 

Aucune corrélation n’est observée entre la taille de la répétition et la sévérité de la maladie
Les expansions de CCTG présentent une instabilité inter-générations et une instabilité somatique encore plus importantes que les expansions de DM1. L’instabilité somatique de DM2 est si extrême que 20% des mutations DM2 ne seraient pas visualisées par les techniques classiques de Southern blot. 




II. Contexte clinique pour l'analyse génétique

A. Proposant

CAS INDEX : ADULTE

Le cas index est habituellement un adulte de plus de 18 ans (pas de description à ce jour de forme anténatale, néonatale ou infantile avec retard mental)

SIGNES D’APPEL

Communs à DM1 et DM2


Faiblesse musculaire 


Myotonie

Trouble cardiaque


Troubles cognitifs frontaux : fonctions exécutives, attention, concentration


Cataracte spécifique


Ou autre trouble systémique (diabète, appareil digestif, respiratoire, GT…)

Plus spécifiques de DM2

Localisation proximale de la faiblesse musculaire 

Douleurs musculaires 

Hypertrophie des mollets
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Biopsie musculaire évocatrice (atrophie des fibres de type 2, siège de fréquents amas nucléaires)

B. Diagnostic présymptomatique

La dystrophie myotonique de type 2 entre dans le cadre des pathologiques à révélation souvent tardive pour lesquelles un diagnostic présymptomatique peut être réalisé chez un apparenté non atteint et majeur souhaitant connaître son statut. L’analyse chez les jeunes mineurs non symptomatiques peut cependant être discutée en raison du bénéfice direct de la surveillance cardiaque. Dans ce cas, le consentement du jeune de plus de 13 ans doit être obtenu.

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.

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

C. Diagnostic prénatal

Il n’a pas été décrit à ce jour de forme à révélation anté- ou néonatale. 

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 CCTG. 

Un diagnostic d’exclusion de DM2 est porté si 2 allèles de taille normale sont détectés.

A ce jour, les techniques utilisées sont :

La  PCR fluorescente

Cette technique (qui utilise des amorces encadrant le microsatellite (TG)n(TCTG)n(CCTG)n) ne permet d’amplifier que des allèles de taille normale. Les amorces de Liquori et al. (2001) peuvent être utilisées.

La PCR ne peut donc être utilisée pour faire un diagnostic positif de DM2. Elle permet un diagnostic d’exclusion lorsque 2 allèles de taille normale sont détectés (hétérozygotie 0,89). 
La QP-PCR (quadruplet repeat primed PCR) 

Cette technique, basée sur le même principe que celui de la TP-PCR (triplet repeat primed PCR) décrite pour le diagnostic de DM1, permet la détection des amplifications des tétranucléotides répétés CCTG. La mise en œuvre de la QP PCR est cependant plus délicate que celle de la TP PCR du fait de la complexité en nucléotides répétés du microsatellite contenant la répétition CCTG. La sensibilité de la technique n’est à ce jour pas évaluée. La QP-PCR ne permet pas de déterminer la taille des allèles normaux.

Le Southern blot

La mise en évidence des mutations par Southern blot est très souvent difficile du fait de l’extrême diversité de leur taille (pouvant aller jusqu’à 40kb) et aspect (souvent très grande instabilité somatique). L’instabilité somatique dans DM2 est si extrême que 20% des mutations ne seraient pas visualisées par les techniques classiques de Southern blot. 

L’ADN doit être d’excellente qualité, l’extraction saline est recommandée.

Les allèles mutés apparaissent comme de simples bandes, de multiples bandes ou des smears.  La quantification du nombre de quadruplets par Southern blot est dans la majorité des cas très imprécise.


Enzymes de restriction : EcoRI, TaqI, BglII ou BsoB1.

Sondes : ZNF9 de 474 pb (Liquori CL et al., Science 2001)

  ZNF9-1kb-HiIII de 1kb (Jakubiczka S et al., Neurogenetics 2004),
L’hybridation in situ (HIS) sur coupes histologiques d’un fragment de muscle (congelé ou fixé par le formol) permet la détection des amplifications CCUG séquestrées dans les noyaux. Une sonde oligonucléotidique antisens (CAGG)8 est utilisée. Cette technique qui permet de faire un diagnostic positif de DM2 doit être associée à une technique de biologie moléculaire de confirmation. La taille de l’expansion ne peut être précisée par cette technique.  La sensibilité de la méthode n’ayant pas été évaluée pour les mutations de petite taille, l’HIS ne peut constituer une technique d’exclusion du diagnostic de DM2. Elle représente une étape soit de première intention pour les patients ayant préalablement bénéficié d’une biopsie musculaire soit de complément dans les cas d’échec ou d’interprétation difficile des techniques moléculaires (Sallinen R et al., Neuromuscular Disorders 2004 ; Cardani R et al., Eur J Histochem 2004). 
	Technique moléculaire
	Domaine d’application

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



	QP PCR
	Confirmation du diagnostic de dystrophie myotonique de type 2



	Southern blot 


	Confirmation du diagnostic de dystrophie myotonique de type 2

Estimation très approximative de la taille de la mutation


	Technique histologique
	Domaine d’application

	HIS 
	Confirmation du diagnostic de dystrophie myotonique de type 2


La mutation DM2, du fait de sa taille et de la grande instabilité somatique qui la caractérise, est difficile à mettre en évidence. L’évolutivité des méthodes diagnostiques rendent difficile l’établissement d’un arbre décisionnel technique.  
B. Etude du cas index ou étude familiale

1. Exclusion du diagnostic de dystrophie myotonique de type 2

Exclusion du diagnostic de dystrophie myotonique de type 2 chez un patient présentant deux allèles normaux de taille différente : ce diagnostic d’exclusion doit être posé en utilisant au minimum la technique de PCR fluorescente (soit au mieux deux PCR fluorescentes indépendantes réalisées à deux moments différents, soit au minimum la même PCR fluorescente réalisée à deux moments différents). Etant donné la complexité du microsatellite ((TG)n(TCTG)n(CCTG)n) qui contient la répétition CCTG, la quantification par PCR du nombre de répétitions CCTG n’est pas possible en diagnostic courant. Il est recommandé que le résultat mentionne la taille des allèles normaux en pb (en indiquant les amorces utilisées pour la PCR). 

La QP- PCR et l’HIS ne peuvent constituer, à elles seules ou en association, des techniques d’exclusion du diagnostic en raison de la non évaluation de leur sensibilité.

Exclusion du diagnostic de dystrophie myotonique de type 2 chez un patient présentant deux allèles normaux de même taille par PCR : la vérification de l’homozygotie doit associer à ce jour 2 techniques (QP PCR et Southern blot). La non évaluation de la sensibilité de la QP PCR et les difficultés à détecter certaines mutations par Southern blot doivent conduire à une extrême prudence dans le rendu de ce type de résultat. L’hybridation in situ représente une technique de complément. 

En cas de diagnostic présymptomatique, l’exclusion du diagnostic de dystrophie myotonique de type 2 devra être confirmée sur un second prélèvement indépendant. 

2. Confirmation moléculaire du diagnostic de dystrophie myotonique de type 2

La confirmation du diagnostic doit être posée au moins sur deux techniques indépendantes (QP-PCR, Southern blot, et/ou HIS). L’estimation de la taille de la mutation a peu d’importance dans la prise en charge du patient DM2.


En cas de diagnostic présymptomatique, la confirmation du diagnostic de dystrophie myotonique de type 2 devra être faite sur un second prélèvement indépendant. 

3. Allèles prémutés

Le pool des allèles prémutés, très peu étudié, comprendrait des allèles CCTG de 22 à 33 répétitions (Bachinski LL et al., 6th International Myotonic Dystrophy Consortium Meeting, Milan, 2007)  

. 

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


Arbre décisionnel à partir d’une biopsie musculaire



 Annexe : Liste des laboratoires de diagnostic moléculaire de la dystrophie myotonique de type 2 

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

	
	

	Ville
	Responsable
	PCR
	QP PCR
	Southern blot

	Bordeaux
	B Arveiler
	X
	X
	

	Lyon
	M Bost
	X
	
	X

	Boulogne
	H Radvanyi
	X
	X
	X

	Paris-Robert Debré
	S Drunat
	X
	
	

	Rouen
	P Saugier-Veber
	X
	
	

	Strasbourg
	M Koenig
	X
	
	

	Tours
	M Raynaud
	X
	
	


Liste des laboratoires de diagnostic histologique de la dystrophie myotonique de type 2

	Ville
	Responsable
	HIS

	Créteil
	G Bassez
	X


QP PCR





Absence de mutation





Présence d’une mutation





Exclusion du diagnostic





Confirmation du diagnostic 








* faux négatifs en Southern blot dans 20% des cas en raison de la nature de la mutation (très grande taille et haut degré d’instabilité somatique)





NB : pas de corrélation pour DM2 entre la taille de la mutation et la sévérité du tableau clinique








* faux négatifs en Southern blot dans 20% des cas en raison de la nature de la mutation (très grande taille et haut degré d’instabilité somatique)





NB : pas de corrélation pour DM2 entre la taille de la mutation et la sévérité du tableau clinique





1 allèle normal par PCR








Confirmation du diagnostic 








PCR (2 analyses)


ou PCR + QP-PCR 





PCR : 1 allèle normal


Southern :absence de mutation*





Southern blot(s)








PCR :  1 allèle normal 


QP-PCR : expansion 








PCR (2 analyses)








Positive














QP PCR





Négative














PCR 


et QP PCR





Orientation selon le profil de l’EMG 


(protocole spécifique des canalopathies)


 et les caractéristiques cliniques





Diagnostic moléculaire des myotonies du canal sodium


(gène SCN4A)





Diagnostic moléculaire des myotonies congénitales


(gène CLCN1)





Absence de la mutation DM2 :


exclusion de DM2





Présence de la mutation DM2 :


confirmation de DM2





Diagnostic moléculaire de DM2





Absence de la mutation DM1 :


exclusion de DM1





Hybridation in situ 





Diagnostic moléculaire de DM1





Si pas de mutation





2 allèles normaux de taille différente par PCR














Southern blot(s)








1 allèle normal par PCR


et pas d’expansion par QP-PCR








2 allèles normaux de taille différente par PCR














PCR : 1 allèle normal


Southern : présence d’une mutation








Absence de mutation*





PCR 


et Southern blot








1 allèle normal par PCR


 et présence d’une expansion par QP-PCR





Southern blot(s)








pas d’expansion





expansion





Nouvelle étude sur un 2ième prélèvement


et/ou autre technique : 


hybridation in situ…














Présence de la mutation DM1 :


Confirmation de DM1





Absence de mutation





Exclusion du diagnostic








