assocation des praticiens de génétique moléculaire (ANPGM)

[image: image2.png]D\ SR, PR, PR PO GPUR PR SHPORL PR,/




HYPERTENSION ARTERIELLE PULMONAIRE IDIOPATHIQUE ET FAMILIALE




 





Page : 8/8
Référence : ANPGM_ 105




 Numéro de version : 1.0


Date de Création : 5/03/2012

Date de validation en assemblée plénière :   12/03/2012
Date de la remise à jour : 

Motif : 

Validation :

	
	Nom
	Hôpital
	Date

	Rédacteur(s)
	Dr Florent SOUBRIER

Dr.Sci Mélanie Eyries


	Laboratoire d’Oncogénétique et d’Angiogénétique moléculaire

Département de génétique

GH Pitié-Salpêtrière

APHP


	5/03/2012

	Vérificateur(s)
	Sous-groupe 


	
	

	Approbateur(s)


	Bureau ANPGM :

Michel GOOSSENS

Marc DEPLECH

Michel VIDAUD


	Hôpital Henri Mondor-APHP

Hôpital Cochin-APHP

Hôpital Cochin-APHP
	12/03/2012


SOMMAIRE
I. Rappels sur la pathologie


II. Contextes cliniques pour l'analyse génétique



A. Cas index



B. Exploration des apparentés d'un sujet atteint


C. Diagnostic prénatal


Annexe : Liste des laboratoires de diagnostic moléculaire des amyotrophies spinales proximales


I. Rappels sur la pathologie

[image: image1.png]Prélevement de sang
surtube PAXgene®

Extraction d' ARN

Variant susceptible d'affecter
I'épissage identifié sur ADN

génomigue sur un 2e

génomigue
' | Gy
Séquencage complet de 'ADNe BUPRZACVRLY Séquengage ciblé de 'ADNc BMPRACVRLT
| Anomalie absente | | Anomalie présente | | Anomalie absente | | Anomalie présente
v v
Confirmation par Confirmation par
séquencage sur ADN séquengage sur ADN
génomigue sur un 2e

prélévement indépendant

prélévement indépendant

Figure 1. Arbre décisionnel dans le cadre d'un diagnostic génétique d'hypertension antérielle
pulmonaire. A. a partir de I'ADN génomique. B. a partir de I'ARN.




L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) s’inscrit dans plusieurs cadres pathologiques, qui ont été reconsidérés dans la nomenclature révisée en 2008.  L’HTAP est ainsi classée en forme idiopathique, familiale, associée à différentes pathologies, associée à une atteinte veineuse ou capillaire, et HTAP persistante du nourrisson (Simonneau G, et al, JACC Vol. 54, No. 1, Suppl S2009:S43–54). 

Selon cette classification, l’HTAP idiopathique et familiale due à des mutations du gène BMPR2 sont regroupées sous le terme d’héritable.
Le gène BMPR2, qui code pour un récepteur de type II des Bone Morphogenetic Proteins (BMP, famille du TGF-) est le gène responsable d’une proportion importante de cas d’HTAP idiopathique (environ 15%) et familiale (environ 70%). La prédisposition héréditaire à l’HTAP par mutation du gène BMPR2 est transmise sur un mode autosomique dominant, avec une pénétrance faible (15-20%) mais qui diffère largement selon les familles et un effet d’anticipation génétique a été décrit. L’âge moyen de début de la maladie est de plus de 10 ans plus précoce lorsque le patient est porteur d’une mutation du gène BMPR2, comparé aux formes idiopathiques sans mutation reconnue. Des mutations du gène Smad8, un intermédiaire de signalisation de la voie des BMP, ont été décrites au japon mais aucune n’a été retrouvée dans les familles européennes négatives pour BMPR2.

Les mutations du gène ACVRL1 qui code pour le récepteur ALK1 s’intègrent dans un tableau clinique de maladie de Rendu-Osler (télangiectasie hémorragique héréditaire, HHT) et l’HTAP est une complication secondaire rare de la maladie, ou sont détectées lorsque l’HTAP est révélatrice de l’HHT par néomutation, ou lorsque l’HHT n’avait pas été reconnue chez les ascendants. De très rares mutations du gène de l’endogline ont également été décrites dans l’HTAP familiale, associée à l’HHT.

Adresse URL pour le téléchargement du protocole national de diagnostic et de soins produit par l’HAS pour l’HTAP : 

http://www.has-sante.fr/portail/upload/docs/application/pdf/pnds_htap_decembre_2007_vu_doc.pdf
II. Contextes cliniques pour l'analyse génétique 

A. Cas index

Le diagnostic clinique repose sur le cathétérisme cardiaque droit pour confirmer le

diagnostic et affirmer l’atteinte précapillaire.

Le diagnostic repose alors sur la mise en évidence :

– d’une pression artérielle pulmonaire moyenne (PAPm) supérieure à 25 mmHg au repos ou 30 mmHg à l’effort,

– avec une pression d’occlusion (PAPO) inférieure à 15 mmHg,

– et des résistances artérielles pulmonaires (RAP) supérieures 3 Unités Wood.

Le diagnostic génétique sur le gène BMPR2 est proposé de façon systématique en l’absence de maladie associée.  En cas de négativité de l’exploration du gène BMPR2, le gène ACVRL1 est exploré si l’âge du patient est inférieur ou égal à 40 ans, et en cas de forme familiale d’HTAP. Le gène SMAD8 et codant pour l’endogline (ENG) pourront être explorés dans les formes familiales.

B. Apparenté symptomatique ou asymptomatique

L’étude génétique de la descendance et des apparentés des sujets porteurs de mutation BMPR2 est préconisée en raison de la nécessité d’une surveillance des porteurs de mutation asymptomatiques, même si le bénéfice de ce suivi reste débattu.  Il pourra se faire dans l’enfance ou à l’âge adulte.

III. Arbres décisionnels pour l’analyse moléculaire

A. Analyse génétique chez un proposant 

· Etape préanalytique

Le clinicien adresse au laboratoire 2 tubes EDTA de 7 mL de sang total pour un adulte, 3,5 ml de sang total pour un enfant, une copie du consentement éclairé signé par le médecin prescripteur et le patient, une feuille de renseignements cliniques justifiant la demande, une feuille de prescription (les deux téléchargeables sur le site web du laboratoire : http://www.cgmc-psl.fr/spip.php?rubrique28), et un arbre généalogique.

Certains prélèvements particuliers pourront s’avérer nécessaires (prélèvement sur tube PAXgene® pour extraction d’ARN, ou tubes ACD pour mise en lignée) et sont notifiés au prescripteur.

· Etape analytique

Le gène BMPR2 contient 12 exons, et le gène ACVRL1 contient 9 exons codants analysés.  Le séquençage complet des régions codantes est réalisé par PCR grâce à des amorces introniques. La recherche de grand réarrangement est réalisée par MLPA® (MRC-Holland) et le résultat est confirmé par une autre méthode pour les réarrangements de petite taille. 

Le gène Smad8 et le gène endogline sont analysés en seconde ligne par séquençage exonique, si la recherche est négative sur BMPR2 et ACVRL1 dans les formes familiales.

La stratégie diagnostique est présentée dans la figure 1 ci-après.

B. Apparenté 

· Etape préanalytique

Le clinicien adresse au laboratoire 1 tube EDTA de 3,5 mL de sang total pour un adulte ou un enfant et, si possible, un frottis jugal sur papier FTA (permettant une deuxième détermination indépendante), une copie du consentement éclairé signé par le médecin prescripteur et le patient, une feuille de renseignements cliniques justifiant la demande et une feuille de prescription (les deux téléchargeables sur le site web du laboratoire : http://www.cgmc-psl.fr/spip.php?rubrique28), un arbre généalogique, et un bon de commande pour les demandes extérieures à l’AP-HP.

· Etape analytique

L’étude moléculaire du gène incriminé chez le proposant (BMPR2, ACVRL1) est restreinte à l’analyse ciblée permettant l’identification de la mutation identifiée chez le cas index. 

· Dans tous les cas, le diagnostic moléculaire sera réalisé sur deux prélèvements indépendants non parvenus le même jour, ou sur sang total et frottis buccal. 

C. Arbres décisionnels schématisés

[image: image2.png]
[image: image3.png]Arbres decisionnels

Hypertension artérielle pulmonaire

>

Prélevement de sang (EDTA)

Extraction d' ADN

i

génique BMPR2/ALK1/endogline

Séquencage de I'ADN génomique de BMPR2 et dosage

| Mutation absente | I Mutation ponctuelle | | Anomalie de dosage génique
¥ ¥
Variant susceptible Confirmation sur un 2e Confirmation par QMPSF
d'affecterI'épissage prélevement indépendant pourles réarrangements

de petite taille

Mutation confirmée

Etude des ADNc (voir B)

Age au diagnostic <35

Confirmation sur un 2e
prélévement indépendant

ans ou HTAP familiale

! v
- Séquencage de ACVRLT
[ Mutation absente | [ Mutation ponctuelle

i—l—t

HTAP familiale Confirmation sur un 2e
prélevement indépendant

Séquencage de I'ADN génomique de
NG, SMADS et du promoteur de BMPR2
Mutation absente Mutation ponctuelle

v v
HTAP familiale Confirmation sur un 2e
T prélevement indépendant
v

! v
- Etude des ADNc (voir B)

Légende

O Type de préléevement
[ Etude moléculaire

O Résultat

O Elément d'interprétation
[ Diagnostic différentiel




Annexe Liste des laboratoires réalisant le diagnostic :

· Laboratoire d’Oncogénétique et d’Angiogénétique moléculaire

Département de génétique

GH Pitié-Salpêtrière

Assistance Publique – Hôpitaux de Paris

Paris

· CHU de Lyon-GH Est - Centre de Biologie et Pathologie Est
































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































