assocation des praticiens de génétique moléculaire (ANPGM)

[image: image5.png]D\ SR, PR, PR PO GPUR PR SHPORL PR,/




Maladie de Wilson




 





Page : 1/7
Référence : ANPGM_ 083




 Numéro de version : 1.0


Date de Création : Mai 2008
Date de validation en assemblée plénière: 9/12/2010
Date de la remise à jour : 
Motif :

Validation :

	
	Nom
	Hôpital
	Date

	Rédacteur(s)
	P. Chappuis, M. Bost, M. Misrahi, D. Debray, JC Duclos-Vallée, A. Lachaux, JM Trocello, F. Woimant


	Centre National de Référence B. Pépin pour la Maladie de Wilson 


	Mai 2008

	Vérificateur(s)
	Sous-groupe Maladies héréditaires du métabolisme


	
	

	Approbateur(s)


	Bureau ANPGM :

Michel GOOSSENS

Marc DEPLECH

Michel VIDAUD


	Hôpital Henri Mondor-APHP

Hôpital Cochin-APHP

Hôpital Beaujon-APHP
	9/12/2010


1 liste des laboratoires du réseau Maladies rares, groupe MHM  pratiquant le diagnostic moléculaire de la maladie de wilson

Les 3 laboratoires effectuent l’analyse familiale et le génotypage de la totalité du gène ATP7B. Ils sont affiliés au Centre National de Référence Bernard Pépin pour la Maladie de Wilson et participent au contrôle de qualité EMQN organisé à l’échelon européen :

· P. Chappuis, Biochimie et Biologie Moléculaire, Hôpital Lariboisière, Paris

· M. Bost, Neurogénétique Moléculaire et Maladies Héréditaires du Métabolisme, Centre de Biologie et Pathologie Est, Bron

· M. Misrahi, Hormonologie et Biologie Moléculaire, Hôpital Bicêtre, Kremlin-Bicêtre

2 pathologie, rappels

La maladie de Wilson est une génopathie autosomique récessive se traduisant par une accumulation pathologique de cuivre dans certains tissus (foie, cerveau, rein et cornée essentiellement).  Parfois très grave, le tableau clinique qui peut se révéler entre 3 et 50 ans d’âge est caractérisé par son polymorphisme :

· pour 45 % des cas, une expression hépatique chez l’enfant et le sujet jeune, avec insuffisance hépatique, hépatite chronique ou aiguë, décompensation oedémato-ascitique ;

· pour environ 40 % des cas, une expression neuropsychiatrique chez l’adolescent et l’adulte jeune, associant une dystonie, une ataxie et un syndrome extrapyramidal, des troubles du comportement, des  retards scolaires inexpliqués, des troubles de l’écriture, une dépression ;

· et surtout des formes présymptomatiques de découverte fortuite ou mises en évidence lors de l'exploration familiale, quand un cas index vient d'être diagnostiqué.

Le gène en cause, localisé en 13q14.3, code pour une protéine de transport du cuivre, l’ATP7B, qui assure son passage dans la voie sécrétoire où il est incorporé à la céruloplasmine et qui intervient dans son excrétion biliaire. Les mutations de ce transporteur sont responsables de la maladie.

Le diagnostic repose sur un faisceau de présomptions faisant appel à des arguments cliniques, ophtalmologiques (présence, en particulier pour les formes à prédominance neurologiques, d’un anneau cornéen de Kayser-Fleischer), radiologiques (en particulier l’IRM), biologiques (baisse de la céruloplasmine et du cuivre plasmatique, augmentation du cuivre urinaire, bilan hépatique perturbé) ainsi que sur l’analyse moléculaire du gène ATP7B.

Il existe un traitement de fond destiné à favoriser l’excrétion urinaire du cuivre (chélateurs comme la D-Pénicillamine, la Trientine) ou à limiter son absorption (sels de Zinc). Cette thérapeutique administrée à vie et associée à un régime restreint en cuivre est d’autant plus efficace qu’elle est instaurée tôt. En fonction du tableau clinique des traitements à visée symptomatique peuvent être prescrits (plasmaphérèse, toxine botulique). Une transplantation hépatique peut être réalisée si le pronostic vital est en jeu.

La génétique moléculaire a quelque peu modifié la démarche stratégique du diagnostic, en reléguant la ponction-biopsie hépatique à une position moins privilégiée, en permettant, grâce au diagnostic familial de repérer les personnes présymptomatiques dans la fratrie d’un sujet atteint, et enfin, en affirmant ou en contribuant fortement au diagnostic de la maladie pour les cas de diagnostic difficile par la mise en évidence de 1 ou 2 mutations causales. Cette stratégie repose sur des prérequis cliniques, radiologiques et biologiques puis sur la recherche des mutations causales, très nombreuses. La démarche génétique est inséparable du contexte phénotypique pour parvenir au diagnostic pour plusieurs raisons :

· Le typage moléculaire est parfois (rarement) partiellement, voire complètement infructueux ;

· L’incidence clinique de certains variants n’est pas connue ou prête à discussion;

· Enfin, pour de nombreux patients (en particulier pour les formes principalement neurologiques), la réponse donnée par la génétique apporte une confirmation indiscutable ou des éléments importants sur un diagnostic initialement posé sur des critères phénotypiques et radiologiques.

3 prerequis et stratégie diagnostique

En raison de l’outil IRM, constamment utilisé pour le diagnostic chez les patients présentant un tableau à prédominance neuropsychiatrique, la démarche est différente selon le type de présentation initiale, hépatique ou neuropsychiatrique.

En pratique la probabilité de diagnostic croît avec le degré de suspicion indiqué (4 degrés pour les présentations à prédominance hépatique et 3 pour les présentations à prédominance neuropsychiatrique) et repose sur la confrontation des arguments cliniques, ophtalmologiques, biologiques et génotypiques. Toute valeur anormale, même peu prononcée, est à prendre en considération avec, par ordre d’importance décroissante :

· l’IRM, fondamentale même si les anomalies détectées ne sont pas spécifiques de la maladie (atteinte de la substance grise et, plus rarement, de la substance blanche) ;

· la présence d’un anneau de Kayser-Fleischer (examen à la lampe à fente par un ophtalmologiste entraîné), argument important (même s’il n’est pas spécifique), presque pathognomonique de la surcharge et constamment retrouvé au cours des formes à prédominance neurologique ;

· la thésaurismose cuprique, mieux affirmée par la hausse du cuivre urinaire que par la baisse des valeurs plasmatiques (cuivre ou céruloplasmine). Dans certaines formes pauci-symptomatiques (chez les enfants en particulier), le test à la D-Pénicillamine peut révéler grâce à sa sensibilité une thésaurismose encore peu marquée ;

· le bilan hépatique (NF, plaquettes, Taux de prothrombine, électrophorèse des protéines) qui n’est que le reflet du dysfonctionnement. Sa perturbation inconstante (élévation des transaminases en particulier) est moins déterminante que celle du bilan cuprique.

3.1 Présentation à prédominance hépatique et mixte

La démarche est moins évidente que pour les formes à prédominance neurologique (voir infra) en raison de l’absence habituelle de signes à l’IRM. La génétique affirme ou contribue fortement au diagnostic, ce dernier pouvant toutefois être posé avant la fin des étapes décrites ci-dessous :

· étape 1, clinique et biologique, diagnostic d’exclusion des atteintes hépatiques les plus courantes. Elle s’achève par le dosage de la céruloplasmine ;

· étape 2, diagnostic biologique orienté plus spécialisé caractérisant le trouble du métabolisme du cuivre (bilan cuprique avec test à la D-Pénicillamine) comprenant aussi une recherche d’anneau de Kayser-Fleischer ;

· étape 3, qui confronte les résultats précédents à ceux du typage moléculaire ;

· étape 4, plus rarement réalisée. La biopsie hépatique est proposée quand les démarches précédentes n’ont pu aboutir à une conclusion formelle.
· 
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3.2 Présentation à prédominance neuropsychiatrique

L’outil IRM est déterminant pour la recherche diagnostique, la génétique intervenant en dernier lieu par sa valeur contributive ou formelle pour les cas de diagnostic difficile. La biopsie hépatique, exceptionnelle, n’est pas indiquée.
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4 analyse genetique

Un diagnostic prénatal est possible mais il n’est pas effectué en raison de l’existence d’un traitement efficace.

4.1 Génotypage

La démarche est d’effectuer une recherche de 2 hot spots localisés sur les exons 14 (p.His1069Gln) et 8 (p.Arg778X) en tenant compte de l’origine ethnique du patient puis, en cas d’insuccès partiel ou total de continuer par 4 recherches successives portant sur l’ensemble de la partie codante, la dernière concernant l’extrémité 5’UTR du gène ATP7B. L’incidence clinique de certaines des mutations trouvées, nombreuses en raison de la forte hétérogénéité allélique de la maladie, n’est toujours pas reconnue dans les bases de données disponibles. On procède le plus souvent à une analyse de fréquence du variant trouvé sur 100 chromosomes témoins, à l’étude d’alignements inter-espèces et à la consultation de logiciels de prédiction (sites Web pour la plupart). En cas d’hétérozygotie composite (cas le plus fréquent), les 2 parents sont testés pour chacune des 2 mutations.
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4.2 Analyse familiale

Le diagnostic présymptomatique est une nécessité dans la fratrie d’un sujet atteint puisqu’il ouvre la voie à un traitement efficace, susceptible d’éviter l’apparition des signes cliniques. Il ne peut être réalisé que si l’individu est demandeur, après information par le probant qui, lors d’une consultation pluridisciplinaire (déclarée auprès du ministère) a été averti de l’intérêt d’une telle recherche. Chez l’enfant mineur, c’est l’autorité de tutelle qui prend la décision de cette recherche, après avoir expliqué à l’enfant son intérêt. Lorsque le mineur est âgé de plus de 13 ans il est conseillé d’obtenir son consentement. Cette étude peut être réalisée en l’absence d’identification de la mutation causale, à la condition que le diagnostic ait été formellement posé chez le probant. La démarche consiste à étudier la ségrégation familiale de marqueurs polymorphes intra et juxtagéniques.

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.
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Figure 3. Stratégie diagnostique pour la maladie de Wilson à prédominance neuropsychiatrique
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Figure 2. Stratégie diagnostique pour la maladie de Wilson à prédominance hépatique : étapes d’affirmation

Étape 2 et 3 Bs+KF+G

(à interpréter par un expert)

Cu hépatique à discuter

(indications restreintes)

+++

+ ou ++

N

>5N

Étape 4 : Cu foie (éventuellement) 

Non, chercher autre étiologie

Cp ou Cu P inférieurs à 0,1N avec bilan cuprique urinaire normal doivent faire penser à une acéruloplasminémie. Pour un même degré de suspicion, tout paramètre pathologique  supplémentaire est un argument important en faveur de la maladie. Génotypage et conclusions,  interprétés en fonction du degré de suspicion (de 1 à 4), peuvent être complétés par l’étape 4 (biopsie hépatique)

Si ++, +++ et Wilson certain  Etude familiale recommandée

Si + ou ++

Si bilan étiologique négatif discuter biopsie hépatique

?: Wilson improbable; 	+: Wilson possible (ou hétérozygote); 	++: Wilson probable; 	+++: Wilson très probable

Non, mais avis expert

		Suspicion(Cas les plus fréquents)		Cp plasma (Cp=céruloplasmine; N=normal)		Cu plasma (Cu=cuivre; N=normal)		Cu urines (Cu=cuivre; N=normal)		Test D-Péni		KF		Génotypage
ATP7B (21 Ex)		Conclusion

		1

2		N

0,7N<Cp<N		N

0,7N<Cu<N		N

N		N

N		

Abs.		 



		3		N
< 0,5N		N
<0,5N		N<Cu U<2N
N		N<Test<40N
N		Abs.		Abs. Mutation		+

		1 mutation		++

		2 mutations		Wilson certain

		4		N ou <N
N ou <0,5N		N ou <N
N ou <0,5N		>2N
N		N
>40N		Abs ou Prés.		Abs. mutation		++

		1 mutation		+++

		2 mutations		Wilson certain

		5		N ou <N
<0,1N		N ou <N
<0,1N		>2N		>40N		Abs ou Prés.		Abs. mutation		+++

		1 mutation		+++

		2 mutations		Wilson certain
















































_1272194114.ppt






Figure 1. Stratégie diagnostique pour la maladie de Wilson à prédominance hépatique : étapes d’exclusion
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Anneau de Kayser-Fleischer (KF)

Recherches positives

Stop -

Doser céruloplasmine (Cp)

Recherches négatives

Interrogatoire (médicaments, toxiques), Examen clinique (splénomégalie…)

Bilan hépatique (BH = Transas, Bili, GGT, électrophorèse protéines)

Bilan biologie (NF, TP, sérologies virales,  maladies auto-immunes)

1. Hépatites virales

2. Maladies auto-immunes

3.Ingestion Médicaments/toxiques

4. Maladies métaboliques et autres 	hépatopathies

Stop - :Wilson improbable;	 ? : Wilson douteux, continuer; 	+: Wilson possible, continuer; 	++: Wilson probable, continuer; 	+++: Wilson très probable, continuer

		Cp		Conclusion

		N		?

		N<Cp<0,7N		+ ou ++

		<0,1N		++ ou + ++



		Résultats		Conclusions

		
Bilan hépatique
(BH, Normal ou Anormal)		N		Stop -

		A		
Eliminer
(dans l’ordre)
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(Clinique, Imagerie, Bilan ordinaire, hépatique et spécialisé, anneau Kayser-Fleischer, origine ethnique)

Vérification des prérequis (Figures 1, 2 et 3)

Recherche mutation Ex 14 : p.H1069Q (européens surtout))

Recherche mutation Ex 8 : p.Arg778X (asiatiques surtout))

2 mutations

Wilson certain

Normal ou 1 mutation

Recherche mutations sur 5’ UTR

Recherche n°1

Recherche mutations sur Ex 18, 16, 13, 5, 2



Normal

1 variant

2 variants

Stop pas de réponse

Mutation connue (Base données)

Variant non classé (Base de données)

Stop +

Wilson certain 

Étude sur 100 chromosomes témoins

Variant non retrouvé

Variant retrouvé

Polymorphisme

Si cas index et fratrie : Etude Familiale

ou

ou

Recherche mutations sur Ex 15, 10, 12, 17, 11, 20

Recherche n°2

Recherche mutations sur Ex 3, 4, 6, 7, 9, 19, 21, 1

Recherche n°3

+Wilson possible

Recherche n°4

Hypothèse diagnostique à reconsidérer ?

Etude moléculaire supplémentaire (grands remaniements)

Consulter sites Web spécialisés (Polyphen, Align GVGD, SIFT…)

ou

ou

Si 2 mutations différentes identifiées

Tester les 2 parents pour chacune d’entre elle

Figure 4. Stratégie diagnostique pour l’analyse du gène ATP7B








