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Diagnostic moléculaire des Dysferlinopathies

(LGMD2B, Myopathie de Miyoshi)
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Généralités :

Les dysferlinopathies sont dues à des mutations dans le gène de la Dysferline (DYSF), et comportent un spectre d’atteinte musculaire avec deux phénotypes majeurs :

· la myopathie de Miyoshi, caractérisée par une atteinte musculaire primaire distale (faiblesse musculaire et atrophie, touchant principalement le muscle gastrocnémien et soléaire), chez des adultes jeunes

· la dystrophie musculaire des ceintures de type 2B (LGMD2B), caractérisée par une faiblesse musculaire et une atrophie de début précoce (adolescent ou adulte jeune), prédominant au niveau de la ceinture scapulaire et pelvienne et d’évolution lente.

Génétique des Dysferlinopathies :

La transmission se fait sur le mode autosomique récessif.

Les dysferlinopathies sont causées par des mutations dans le gène de la Dysferline (DYSF), localisé en 2p13.3-p13.1, comportant 55 exons et codant pour un transcrit ARNm majoritaire de 6240 bp exprimé dans le muscle squelettique et les monocytes. Le spectre mutationnel est large, avec plus de 240 mutations constitutionnelles délétères différentes rapportées à ce jour.

Les mutations identifiées sont de tous types (faux sens, non sens, décalage du cadre de lecture, micro-insertions/délétions, épissage .Des anomalies quantitatives (délétions d’exons)   ont été mises en évidence .La protéine dysferline, d’une taille prédite de 2080 acides aminés, joue un rôle essentiel dans les phénomènes de réparation membranaire de la cellule musculaire.

Diagnostic moléculaire :

L’indication d’une recherche de mutations dans le gène DYSF est posée suite à l’orientation clinique, étayée par les résultats de l’examen anatomopathologique de fragments de biopsie musculaire (en particulier Immunohistochimie et Western Blot). Le déficit en protéine Dysferline peut également être mis en évidence sur monocytes à partir d’un prélèvement sanguin prélevé sur tube ACD . 

En raison de la grande taille du gène DYSF, l’analyse est basée sur un précriblage mutationnel des séquences exoniques et des bornes introniques, effectué par DHPLC. Chaque fragment présentant un profil d’élution anormal en DHPLC est ensuite séquencé directement.

Pour détecter d’éventuelles homozygoties, tous les échantillons sont mélangés avec un amplicon sauvage sans mutation ni polymorphisme pour créer artificiellement des héréroduplexes chez les patients présentant un seul allèle de l’exon étudié.

Il est à noter que cette méthode ne permet pas de mettre en évidence d’éventuelles délétions de grande taille, ainsi que d’éventuelles mutations localisées au-delà des régions introniques flanquantes (pouvant avoir un effet sur l’épissage ou sur des éléments régulateurs).

Le taux de détection des mutations par DHPLC n’atteint donc pas tout à fait 100 % (sensibilité évaluée à 95%).

L’identification de 2 mutations délétères en trans (confirmé par l’étude des parents) permet de retenir le diagnostic de dysferlinopathie sur le plan génétique. Les autres situations rencontrées après analyse moléculaire sont schématisées en annexe.

En particulier, un problème récurrent est posé par l’identification de variations de séquences privées, dont il faut prouver la pathogénicité. Un argument est fourni par l’absence de cette mutation dans une recherche portant sur 100 chromosomes issus d’une population normale de référence. Une modélisation bioinformatique peut orienter vers un effet de la variation de séquence sur l’épissage.

Toute variation de séquence inhabituelle peut potentiellement avoir un effet sur la qualité ou la quantité finale de la protéine. Ceci nécessite dans certains cas un complément d’analyse : pour cela, nous mettons actuellement en place séquençage du cDNA, obtenu par RT-PCR à partir d’ARN extrait de fragments de biopsie musculaire. Dans le cas par exemple de la découverte d’une variation de séquence inconnue au préalable, a fortiori si celle-ci est localisée à proximité  d’un site d’épissage, ceci permettra d’étudier un effet quantitatif ou qualitatif sur le messager, par effet de la variation de séquence sur l’épissage.

Indications :


-Confirmation du diagnostic d’un cas index ;

-Diagnostic différentiel dans le contexte de LGMD, ou de FSH à nombre limite de répétitions D4Z4 ;

-Confirmation du diagnostic des apparentés atteints ;

-Eventuellement DPN pour les couples avec un enfant atteint.
Critères d’inclusion:

·  cliniques (cf fiche générale de renseignements)

·  anatomopathologique: anomalie de l’expression de la protéine dysferline (Immunohistochimie sur tissu musculaire; Western Blot sur tissu musculaire ou monocytes)
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Présence d’une délétion à l’état hétérozygote ou homozygote 





Pas de délétion Pas de confirmation formelle du diagnostic de Dysferlinopathie 


		 Réévaluation du dossier avec les médecins prescripteurs





Analyse quantitative par 


MLPA / QF-PCR 





Validation du caractère délétère de la variation de séquence 





Absence de validation du caractère délétère de la variation de séquence :





Identification d’une mutation constitutionnelle délétère et d’une deuxième variation de séquence non rapportée au préalable, et/ou dont le caractère délétère est incertain 


ou de variationse séquence non rapportées au préalable , et/ou le caractère délétère est certain ���������������





Identification de 2 variations de séquence 


non rapportées au préalable,


 et/ou le caractère délétère est certain ou de variationse séquence non rapportées au préalable , et/ou le caractère délétère est certain ���������������





Identification de 2 mutations constitutionnelles délétères


(rapportées au préalable, ou de caractère délétère indéniable)


 confirmation du diagnostic de dysferlinopathie sur le plan génétique





Précriblage mutationnel par DHPLC


55 fragments (correspondants aux 55 exons codants)


























































































































































































































































































































































































































































































































