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- Génodermatose dominante liée à l’X, 

- Maladie - à expression clinique chez les individus de sexe FEMININ, généralement létale chez les individus de sexe MASCULIN en période prénatale 

CLINIQUE


a/ période néonatale



Signes cutanés au premier plan. Evolution en 4 phases (débutant au 1er mois de vie)

· vésicules/pustules inflammatoires linéaires

· plaques verruqueuses, papules, hyperkératose 

· hyperpigmentation

· cicatrices hypopigmentées suivant les lignes de Blaschko, persistant à l’age adulte.

b/ tableau clinique « complet »



- observé en cas d’invalidation complète de l’expression du gène



- à l’atteinte cutanée s’associent


-atteinte des phanères :-alopècie, cheveux secs, fins et fragiles





  -anodontie, hypodontie, dents coniques





  -dystrophie des ongles ;


-atteinte oculaire : anomalies vasculaires de la rétine, lésions cicatricielles


-retard mental:  10 % des sujets atteints environ.

c/ formes atypiques


-observées chez le garçon en cas de mutations « hypomorphes » du gène

-association dysplasie ectodermique anhydrotique + déficit immunitaire 
+ ostéopétrose










   

+ lymphoedème

MODE DE TRANSMISSION


    - Dominant lié à l’X avec létalité anténatale chez le garçon dans la forme typique


    - Expressivité variable.

    - Mutation de novo fréquentes, plus souvent d’origine PATERNELLE (2/3)

    - Mosaïcisme germinal rapporté à plusieurs reprises

GENETIQUE MOLECULAIRE

a/ localisation chromosomique  Xq28


    marqueurs polymorphes informatifs les plus proches
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b/gène :  « NEMO » : NFκB-Essential MOdulator ou « IKKγ » : IκB kinase-γ


- chevauche partiellement le gène G6PD (transcrit en sens opposé)



- 23 kb



- 12 exons (1a, 1b, 1c, 2-10) de taille comprise entre 62 et 212 pb (régions codantes)


- exons 1a, 1b, 1c alternatifs et non codants


- introns compris entre 5.2 kb (1a) et 174 pb (1b).


Existence d’un pseudogène (ΔNEMO) dans une région dupliquée inversée, 

-télomérique par rapport à NEMO,

-séparé de l’exon 10 de NEMO par 31 kb, 

-en orientation inverse

-contenant seulement les exons 3 à 10 (manquent la région promotrice et la région    
contenant les exons 1a, 1b, 1c, 2 et les introns correspondants)

-présentant une forte homologie à la région correspondante de NEMO (différence 
restreinte à 11 variations nucléotidiques, introniques ou de la région 3’UTR).

c/ARNm 
- transcrit majoritaire 2068 pb, région codante 1257 pb

- exprimé de façon ubiquitaire et précocement durant l’embryogenèse.

d/proteine (IKK-γ)


- 419 acides aminés


- 4 domaines : 2 domaines « coiled-coiled » (CC1 et CC2), 1 domaine « Leucine zipper » (LZ) 

      et 1 domaine « Zinc finger » (ZF)


- IKK-γ =  sous-unité régulatrice qui, en association avec les 2 sous-unités catalytiques IKK-α et 
      IKK-β, constitue la kinase (IKK) qui phosphoryle NFκB, permettant sa translocation du 
  
      cytosol vers le noyau où il module la transcription de plus de 200 gènes, participant aux 

      processus :- d’inflammation 




- d’immunité




- d’adhésion cellulaire




- de protection contre l’apoptose




- de carcinogenèse.

e/ Biais d’inactivation de l’X


Du fait du rôle protecteur de NEMO vis-à-vis de l’apoptose cellulaire, les cellules exprimant l’X muté pour ce gène sont sélectivement éliminées très précocement après la naissance, de telle façon que l’analyse du profil d’inactivation de l’X montre presque constamment un BIAIS COMPLET d’INACTIVATION DE l’X (dans les leucocytes circulants par exemple) après quelques mois de vie dans la forme typique de la maladie.


Il faut cependant garder à l’esprit que le biais d’inactivation de l’X peut faire défaut :

· lorsque le test est pratiqué sur un échantillon prélevé dans les premiers mois de vie,

· dans certaines situations rares de type mosaïcisme somatique ou autre.

Ainsi, l’absence de biais d’inactivation de l’X ne doit pas conduire à récuser systématiquement le diagnostic d’IP, particulièrement lorsque le phénotype clinique est fortement évocateur. Dans de telles situations, c’est la confrontation des données cliniques recueillies par un spécialiste des maladies dermatologique à caractère génétique et des données biologiques fournies par un biologiste moléculaire ayant l’expérience de l’analyse du gène NEMO qui peut conduire à une analyse extensive du gène NEMO.

PATHOLOGIE MOLECULAIRE

a/ Une mutation prévalente : délétion des exons 4 à 10, 


- se produisant durant la gamétogenèse principalement masculine, 


- favorisée par l’organisation dupliquée de la région du gène et particulièrement par des 
 
  
     séquences répétées directes localisées dans l’intron 3 et la région 3’ non traduite du gène,


- observée dans > 80 % des formes typiques.


La détection de cette mutation est rendue délicate par la possible survenue d’une délétion 
de 
taille identique du pseudogène. Cette délétion de ΔNEMO



- est un évènement rare,



- est observée 



     -uniquement chez certains membres des familles IP2, qui ne portent pas 

         


         obligatoirement eux-mêmes la délétion du gène NEMO qui ségrége dans leur famille




     -jamais à ce jour chez des témoins sains,



- doit être reconnue, dans la mesure où elle


 
  1/n’a pas la signification pronostique péjorative de la délétion du gène et ne peut donc être 

     

 retenue comme « causale » dans le phénotype IP présenté par le patient testé,

2/ pourrait cependant favoriser, chez les individus qui la portent, la survenue de la délétion du gène NEMO durant la méiose (effet « protecteur » de ΔNEMO vis-à-vis de la del NEMO survenant à l’occasion d’une recombinaison méiotique).

son identification est réalisable
1. soit par l’utilisation « d’emblée » d’une PCR spécifique du pseudogéne

2. soit par l’association 

3. d’une délétion des exons 4 à 10, mise en évidence par PCR amplifiant simultanément le gène NEMO et le pseudogène,

4. d’une absence de biais d’inactivation, qui témoigne habituellement de la fonctionnalité du gène NEMO. Lorsque ces 2 éléments sont réunis, la « bonne pratique » consiste alors à vérifier le diagnostic de délétion « pseudo NEMO » par la PCR spécifique du pseudogène


b/ Quelques mutations tronquantes sans localisation préférentielle


c/ Les mutations « hypomorphes » du gène NEMO (laissant persister une protéine partiellement 
fonctionnelle) sont à l’origine, chez des individus de sexe masculin :



-soit de l’association dysplasie ectodermique anhydrotique- déficit immunitaire (mutations 


  « faux sens » ou mutations « décalant le cadre de lecture » localisées à l’extrémité C-terminale 

   de la protéine – à proximité du, ou dans le domaine ZF),



-soit de l’association dysplasie ectodermique anhydrotique- déficit immunitaire- ostéopétrose -


   lymphoedème (mutation du codon stop responsable d’une élongation de la protéine).

ANALYSE MOLECULAIRE


1/ Méthodes


   a/ Analyse directe  1/ de la délétion

- amplification PCR multiplexe (ciblant indifféremment les délétions du gène NEMO et du 
pseudogène)

· Dans la mesure où les bornes de la délétion « prévalente » sont identiques chez tous les patients délétés, une PCR amplifiant le « fragment de jonction » est disponible. En l’absence de délétion NEMO ou ΔNEMO, cette réaction ne donne aucun produit d’amplification.

· De ce fait, on y associe une PCR d’une région voisine de celle de la délétion, présente chez tous les individus quel que soit leur statut « délété » ou « non délété », servant de réaction témoin d’amplification.

- amplifications spécifiques - du gène avec une amorce d’amont spécifique de NEMO,



      - du pseudo gène avec une amorce d’aval spécifique de ΔNEMO.



 2/ des micro réarrangements intra géniques

· Séquençage du gène NEMO

· Cette analyse ne peut habituellement pas être réalisée sur ADNc du fait de la séléction négative qui s’exerce précocement après la naissance vis-à-vis des cellules exprimant l’X muté. Il faut donc analyser l’ADN génomique.

· Dans la mesure ou il existe une homologie complète de séquence entre les exons 3 à 10 de NEMO et de ΔNEMO, il est nécessaire de procéder à une première étape d’amplification PCR qui a pour but de sélectionner uniquement le gène NEMO. Cette réaction de « PCR longs fragments » utilise une amorce d’amont hybridant une région de l’intron 2 présente uniquement dans NEMO.

· Le produit d’amplification unique est déposé sur gel d’agarose, la bande est découpée, éluée puis utilisée comme matrice afin d’amplifier individuellement chacun des exons 3 à 10 (avec les jonctions exon-intron). Chaque produit d’amplification est ensuite séquencé.

b/ Analyse indirecte

· Test d’inactivation de l’X au locus   « récepteur aux androgènes » ou « FMR1 » 



       En cas de biais, détermination de l’origine parentale de l’allèle « inactif » (porteur de la 



       mutation NEMO) par comparaison des allèles portés par le cas index et ses parents.-

· Analyse de ségrégation de marqueurs polymorphes liés au locus « NEMO »


          (cf marqueurs mentionnés précédemment).

2/Stratégie diagnostique


 (cf arbre décisionnel joint)

a/ Diagnostic postnatal


Le diagnostic est habituellement posé par un dermatologue chez un individu de sexe féminin.


Il existe cependant

· des formes à faible expressivité, 

· de très rares IP2 chez des garçons qui 




- soit ont une formule chromosomique avec plus de 1 X




- soit portent le réarrangement à l’état de mosaïque somatique.


Dans ces formes atypiques, la biologie moléculaire permet un diagnostic de certitude lorsqu’elle met en évidence le réarrangement génique prévalent. Chez une fille au phénotype évocateur d’IP2 chez laquelle ce réarrangement n’est pas détecté, l’indication d’un séquençage de NEMO, à la recherche d’un micro réarrangement intra génique, est habituellement subordonnée à la mise en évidence d’un biais complet d’inactivation de l’X dans les leucocytes ou les fibroblastes (cf chapitre « Génétique moléculaire », point « e »).


Il existe encore de rares cas d’IP2 typique de fille avec biais complet d’inactivation de l’X sans qu’une lésion de NEMO puisse être identifiée.

b/ Enquête génétique intra familiale 


Lorsqu’il n’existe pas d’arguments cliniques ou généalogiques (fausses couches itératives) faisant évoquer le diagnostic d’IP2 dans la branche maternelle de la famille d’une fille atteinte, on peut se trouver chez le cas index face à une mutation de novo, ce qui permet de rassurer les apparentés du cas index vis-à-vis d’une éventuelle survenue de la maladie chez leurs descendants. Le diagnostic de néo mutation peut être retenu lorsque

· la mutation (quel qu’en soit le type) mise en évidence chez le cas index n’est retrouvée chez aucun des ascendants directs (par analyse de cellules somatiques)

· en l’absence de mutation identifiée, le biais d’inactivation de l’X mis en évidence chez le cas index n’est pas retrouvé chez sa mère.


Dans ces situations : 

            1/ l’éventualité d’un mosaïcisme germinal maternel doit être évoquée (situation rapportée à 

    plusieurs  reprises + casuistique personnelle),



2/ il est habituellement possible d’établir l’origine parentale du chromosome X sur lequel est 


   survenue la néo mutation (plus volontiers paternelle, comme mentionné précédemment). 



   En effet, la comparaison des allèles dus cas index et de ses parents lors du test du profil 
 
      d’inactivation de l’X permet de déterminer si l’allèle qui apparaît complètement sous forme 


    inactive (et donc porteur du gène muté) est d’origine maternelle ou paternelle. 


     Cette donnée peut avoir un certain impact sur le conseil génétique dans l’éventualité où l’un 


     des parents du cas index contracte une nouvelle 
union.

c/Diagnostic prénatal


L’éventualité, bien que relativement rare, d’un retard mental (10 %) peut rendre recevable une demande de DPN chez une femme enceinte atteinte d’IP2 et porteuse de la délétion NEMO prévalente. Il est de bonne pratique de proposer dans un premier temps une détermination du sexe fœtal à partir de l’ADN fœtal isolé du sang maternel. En effet, il est logique de restreindre l’indication d’un prélèvement de villosité choriale ou d’une amniocentèse aux fœtus de sexe féminin, dans la mesure où une grossesse de garçon, lorsque celui-ci a hérité de la mutation maternelle, aboutit inéluctablement à une interruption spontanée de grossesse, en règle avant 20 SA.


Dans le cas d’une femme conductrice d’un micro-rearrangement NEMO, la stratégie est fonction du phénotype observé chez le ou les cas index. Si le cas index est 

· une fille porteuse d’un phénotype IP2 typique, la stratégie est identique à celle mise en œuvre dans le cas où femme enceinte atteinte d’IP2 est porteuse de la délétion NEMO prévalente.

· un garçon porteur du phénotype « dysplasie ectodermique anhydrotique- déficit immunitaire- + ostéopétrose – lymphoedème, il est légitime de proposer dans un premier temps une détermination du sexe fœtal à partir de l’ADN fœtal isolé du sang maternel. En effet, il est logique de restreindre l’indication d’un prélèvement de villosité choriale ou d’une amniocentèse aux fœtus de sexe masculin dans la mesure où une grossesse de fille, lorsque celle-ci a hérité de la mutation maternelle, est habituellement sans traduction phénotypique chez l’enfant.


Diagnostic POSTNATAL    Cas index (fille)

PCR multiplex NEMO/ΔNEMO

(recherche del exons 4-10 NEMO + ΔNEMO)
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Confirmation 

    


diagnostic IP2

Diagnostic PRENATAL
Del exon 4 – 10 NEMO



Détermination de l’origine parentale de la délétion présente chez le cas index

             1/ cas familial





2/ cas sporadique

PCR NEMO 





PCR NEMO parents 

  Haplotypage sujets sains et atteints









   Sexe fœtal (sang maternel, échographie, caryotype…)
   


♂





    ♀



     STOP       Mère « conductrice »         Mère «NON conductrice »







BT ou LA


            STOP ou LA

   (risque de mosaicisme germinal)










Etude directe + indirecte

      




+ exclusion de contamination 

NEMO
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