D. CARTOGRAPHIE GENETIQUE
DESMALADIES: DE LA
RECHERCHE A LA CLINIQUE

I.LA MALADIE A T'ELLE UNE
COMPOSANTE HEREDITAIRE ?

La nature génétique d’ une maladie repose avant tout
sur des arguments épidémiologiques tels qu’une
augmentation de la prévalence chez les apparen-
tés de malades (agr égation familiale) ou dans cer-
tains isolats génétiques, un taux de concordance
élevé chez lesjumeaux monozygotes ou un age de
début plus précoce dans les formes familiales que
dans les formes sporadiques (Fig. 35).

[I.COMMENT IDENTIFIER LES
GENES RESPONSABLES?

* L’approche classique pour identifier les genesres-
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ponsables des maladies héréditaires partait de la pro-
téine pour retrouver le gene qui détermine sa synthé-
se. Cette démarche est celle qui a prévalue a la
découverte des facteurs de la coagulation impliqués
dans I’hémophilie. Lorsque les génes furent isolés,
leur position sur le chromosome X fut précisée et
leurs mutations reconnues.

» Dansla démarche actuelle, on part du constat que
la maladie est héréditaire sur des arguments épidé-
miologiques et on cherche a déterminer la locaisa
tion puis la séguence du géne et de ses mutations
afin d’en déduire la protéine ainsi que son réle dans
la physiopathologie de la maladie. Le processus de
découverte se déroule dans |’ autre sensd’ oul le terme
de “ génétiqueinverse ” ou de “ clonage position-
nel ”. Cette démarche peut étre trés performante car
il n’est pas nécessaire de connaitre la nature biochi-
mique de I’anomalie qui détermine la maladie. Elle
a permis d'identifier les génes impliqués dans plu-
sieurs maladiestelles que la chorée de Huntington, la
myopathie de Duchenne, la mucoviscidose ou le
vieillissement accéléré du syndrome de Werner.

Elle s applique idéalement aux maladies monofacto-
rielles a forte pénétrance. Elle est moins performan-
te lorsgu’il existe une importante hétérogénéité
génétique (plusieurs genes indépendants pouvant
déterminer la méme maladie) ou a fortiori lorsgu’il
s agit d'une maladie multifactorielle [dans ce cas, le
facteur génétique héritable confére une vulnérabilité
relative (susceptibilité ou risque) a la maladie avec
plusieurs génes impliqués de fagon concomitante et
souvent intriqués avec des facteurs non génétiques).
Pour ces maladies, ol une composante génétique
existe au sein de différents facteurs de risque, |’ ap-
proche dite “ gene candidat ” est souvent choisie.
Dans cette approche, les génes testés comme candi-
dats sont des génes déja connus et pour lesquels on
suppose que la défectuosité pourrait étre impliquée
dans le déterminisme de la maladie (Fig. 36).

e L’identification des altérations génétiques
(mutations causales) des maladies repose in fine sur
la mise en évidence de séquences d’ ADN particu-
liéres au niveau d’'un géne déterminé et spécifique-
ment associées au phénotype malade.

Cette approche procéde par plusieurs étapes. S'il n'y
apasde“ géne candidat ”, la premiére étape consis-
tealocaliser sur le génomele géne susceptible d’ étre
altéré dans la maladie. Pour cela, il faut disposer de
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Figure 35 : Caractéristique d'une maladie faisant suspecter des facteurs génétiques
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Figure 36 : Méthodes pour identifier les génes impliqués dans les maladies génétiques
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cartes du génome, balisées par des marqueurs géné-
tiques qui déterminent des locus. Lorsque le gene de
lamaladie est lié statistiquement aun ou plusieurs de
ces marqueurs, il est situé (locus) sur une carte géné-
tique deliaison ou “ car te statistique”, dont I’ unité
de mesure est le centiMorgan. Cette localisation per-
met de retrouver dans les banques génomiques de
chromosomes artificiels une région suffisamment
petite qui peut étre séquencée (carte génétique phy-
sique, dont I’ unité de mesure est la paire de bases)
afin de déterminer le géne en cause. Unefoisle géne
identifié, ses séquences nucléotidiques sont compa
rées entre individus non malades et malades pour
identifier les changements de paires de bases qui
définissent la mutation morbide.

[11.LESCARTESET LES
MARQUEURS DU GENOME

1. MARQUEURS GENETIQUES

Depuis une trentaine d’'années, différentes collec-
tions de marqueurs génétiques ont été développées
pour cartographier le génome humain. Ces mar-
queurs sont des fragments d’ADN qui définissent
chacun unlocus précis et unique au niveau du géno-
me. Ces fragments ont été choisis en fonction non
seulement de leur spécificité mais aussi en fonction
de leur polymorphisme (différents alléles), polymor-
phisme qui setraduit par de subtiles mais détectables
variations de séquences entre les différents alléles du
marqueulr.

IIsdoivent étre tout alafois spécifiques d une région
chromosomique précise (locus) et étre assez
variables (polymorphismes des alléles du locus)
entre individus. Cette double propriété permet
d’identifier la transmission des alléles d'une région
précise du génome (locus) au sein d'une méme
famille ou au sein d'une population. Trois types de
marqueurs génétiques ont été particuliérement déve-
loppés : les RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), les microsatellites et les SNP
(Single Nucleotid Polymorphisms).

a) Les marqueurs de type RFLP

Les RFLP ont été utilisés pour établir les premiéres
cartes génétiques chez I'homme, cartes dites de pre-

miére génération. |Is ont contribué a la localisation
de génes responsables de maladies génétiques telles
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gue la myopathie de Duchenne (1982), la chorée de
Huntington (1983) ou la mucoviscidose (1985).

L es enzymes de restriction, isolées de bactéries, ont
la particularité de couper I' ADN en des endroits pré-
cis et en fragments de taille variables (polymorphes)
(Fig. 37). Un RLFP est un fragment d’ ADN géno-
mique. Utilise comme sonde sur de I'’ADN géno-
mique humain digéré par une enzyme de restriction,
il détecte des fragments dont la taille varie (poly-
morphisme) au sein d’'une population d'individus.
Ces variations pour un méme locus sont dues soit a
larépartition des sites de restriction (coupure), soit a
la présence de minisatellites (séquences répétitives
d’ADN) dans la région reconnue par la sonde.

b) Les marqueurs de type microsatellites

Les microsatellites sont des marqueurs largement
utilisés en cartographie génétique. I1s présentent un
nombre variable de répétitions dinucléotidiques
mais aussi tri ou tréta (ex. CA) qui leur donnent
leur polymorphisme. Ils sont uniformément répar-
tis sur I’ensemble du génome. Leur degré de poly-
morphisme est trés élevé. Plus de 50000 marqueurs
de ce type ont été identifiés et balisent en quelque
sorte le génome humain (Fig. 38).

Aingd, le microsatellite D8S133 est localisé sur le
chromosome 8 au niveau de la bande 22p. Cetteloca-
lisation est identifiable pour tous lesindividus par une
squencefixe, déectableen PCR, en amont & en aval
d'une région variable La région variable présmte un
polymorphisme généique basé sur le plus ou moins
grand nombre de répétitions (CA) danssa séquence. I
est dit hautement polymorphe car il y a 70% desindi-
vidus pour lesquds cette région variable est différen-
te sur le chromasome 8 hérité du pére et sur le chro-
mosome 8 hérité de lamére.

€) Les marqueurs de type SNPs (Polymorphismes
mono-nucl étotidiques)

Les autres polymorphismes fréuents au sein du
génome (le génome humain contiendrait de 5 a 29
millions de SNPs) sont des mutations simples spéci-
figues d'un alléle. Ces polymorphismes mono-
nucléatidiques ou SNPs (prononcer “ snips ” pour
Single Nucleatide Polymorphisms) peuvent étre des
mutations fonctionnelles ou non fondionnelles (Fig.
39).

Un polymor phisme mono-nucléotidique fonction-
nel peut étre localisé au niveau de la séguence
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Figure 38: Représentation schématique d’'un microsatellite avec un motif CA répété
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codante du géne ou exons, on parle de cSNPs
(Coding-region SNPs). D’autres polymorphismes
mono-nucléotidiques fonctionnels appelés pSNPs
(Perigenic SNPs) sont situés soit au niveau des
introns et modifier I’ équilibre des épissages alterna-
tifs a I'origine des différent isoformes protéiques,
soit au niveau des séguences régulatrices et ains
faire varier le niveau d expression du géne.

Un polymorphisme fonctionnel peut étre a ' origine
d une expression différentielle d’un géne avec pour
conséguence le développement d'un trait particulier
chez I'individu. Cetrait peut ére adaptatif (&l envi-
ronnement) ou pégoratif et dans ce cas contribuer par
exemple a la sensibilité pour I'initiation et la pro-
gression tumorale.

A l'inverse, les polymor phismes non fonctionnels
sont situés sur des séquences genomiques extra-
géniques, ce sont les rSNPs (random non coding
SNPs). Pour les généticiens, et a I’instar des mar-
queurs microsatellites et des RFLP (vide supra), tous
ces polymorphismes mono-nuclétotidiques une fois
identifiés, qu'ils soient fonctionnels ou non, servent
de marqueurs de position sur le génome pour la
recherche et la localisation des génes.

2. CARTES GENETIQUESDE LIAISON

La notion de carte génétique remonte aux travaux de
Morgan (1913) sur la drosophile. Ces travaux mon-
traient que 2 genes (marqueurs) localisés sur un
méme chromosome sont en général transmis
ensemble a la génération suivante (Fig. 40 a, b, ¢)
situés sur un méme chromosome peuvent étre sepa-
rés par e mécanisme de crossing-over. La probabili-
té d un tel événement est proportionnelle aladistan-
ce qui sépare les deux genes (marqueurs). Cette dis-
tance est exprimée en unité de recombinaison ou
centiMorgan :1 centiMorgan correspond a une fré-
guence de recombinaison de 1% entre 2 marqueurs
(1 crossing over pour 100 méioses).

Tableau 1 : Cartes génétiques

On ne peut établir des distances génétiques entre
deux marqueurs gque s'ils sont polymorphes, ¢’ est-a-
dire s'ils présentent dans la population étudiée diffé-
rents aléles identifiables pour pouvoir suivre leur
ségrégation au cours de chaque génération.

Au niveau de I’ADN, ces polymorphismes corres-
pondent a des variations de séquences entre les dif-
férents alléles d’ un méme locus.

Les premieres cartes génétiques ont été établies
avec des marqueurs RFLP. Le développement des
marqueurs microsatellites a permis d établir des
cartes de seconde génération.

Lapremiérefut celle du Généthon en 1992. D’ autres
centres de génotypage ont développé d autres mar-
gueurs microsatellites ou des marqueurs de type di,
tri ou tétranucl éotidiques.

A la premiére version de la carte du Généthon ont
succédé dautres versons dont la derniere fut
publiée en 1996 avec plus de 5000 marqueurs
(Tableau 1).

3. CARTES PHYSIQUES

L es cartes génétiques sont établies a partir de la fré
guence des recombinaisons méiotiques et s expri-
ment en cM.

Ces distances génétiques sont donc une approxima
tion deladistance réelle (physique) mesurée en paire
de bases (pb), ou I’ on considére que 1cM équivaut a
environ 106 pb.

Pour cartographier le génome de facon précise des
banques génomiques ont été construites dans diffé-
rents vecteurs contenant des fragments génomiques
de différentes tailles constituant des chromosomes
artificiels. (Cosmide, YAC : Yeast [levure] Artificial
Chromosome, BAC : Bacteria Artificial Chromoso-
me, PAC : Phage Artificial Chromosome) (Fig. 41,
42 a, b, ¢, d).

CENTRES NN == TYPE DE MARQUEURS NOMBRE DE MARQUEURS REsoLuTION (CM)
CRI 1987 RFLP 403 10
Généthon 1992 Microsatellites 814 44
NIH/CEPH 1992 RFLP & Microsatellites 1676 3
Généthon 1994 Microsatellites 2066 29
Généthon 1996 Microsatellites 5264 16

747



6.7
6.5
9.6

7.2

D145582
D145261
D14572
D14550 ——
MYH7
D14564
D14580
D145252
D14554
D143549
D14570
D14S575
D145306
D145579

D145288 —

D145259
D145255

21.3

D145281

D14566

12.2

D145586

T D145290
11.6 D14S298

11.1

8.8
10.3

11.8

16.1

151.7cM

Distance génétique en
centimorgan

D145540
D145251
D145289

D145268 [

D14577
D14S71
D14543 —
D14574
D14559
D14567
D145302

Pl -
D14S62
D145267
D14S78
D14S543

L 14 #50

14 #43

|
FI

L4 #5443

IDIOGRAMME

24.1

Marqueurs Microsatellites

Figure 40 a: Carte de liaison du chromosome 14

748




n
O

788

o
v g
ek oo P

sy semdEs . :: Tt
[1E7-1738) t#:-#r':f’r_—

o

< jar

i
=1

<« _(er & an

Sg
Figure 40 b : Etude de la transmission d’un caractére morbide et de marqueurs microsatellites dans une famille

# Locus de la maladic

. |B‘ | IC| D[ Locus des marqueurs

A B c D

3,5
3
25 .”f _H“L

Bipoint

T AN . od Scord

0,5 -

U '1 pE‘

Figure 40 c : Recherche d'une liaison génétique (Lod score) entre le locus d’ une maladie et les locus de marqueurs génétiques
microsatellites.
B et le locus morbide (point rouge) sont liés.

749



Génome haploide

Chromosome 1

Chromosome X

Chromosome 21

Une bande

Une sous bande

1 centimorgan

Fragment cloné dans un
cosmide

Géne moyen

Exon

Nucléotide

Figure 41: Carte physique

750

3 109 pdb

2,5 108 pdb
1,5 108 pdb
5 107 pdb
142 107 pdb
145 106 pdb

106 pdb
1 106 pdb
5 104 pdb
5 104 pdb
2 104 pdb

0,05 a 1103 pdb

1 pdb



Figure 42a: Principe du séquencage
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Figure 42b : BAC : Bacterial Artificial Chromosome (Bam, Sac, Eco, Mu, Not... Site de coupure des enzymes de
restriction

Cosmide

Figure 42 c : Cosmide
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IV.LESMETHODES STATISTIQUES
EN GENETIQUE

L es méthodes statistiques en génétique visent aiden-
tifier une ou plusieursrégions chromosomiquesd’in-
térét pour la pathologie étudiée. Elles permettent
d établir s'il existe unerelation entre les données cli-
nigues des patients et le génotype obtenu, pour
chague marqueur, aprés amplification par PCR de
I’ ADN.

Elles se basent sur I’ existence de cartes génétiques.
Ces cartes de liaison sont construites a partir de mar-
queurs (le plus souvent de courts fragments d' ADN)
définissant chacun un locus unique. Ces cartes indi-
quent les positions relatives des marqueurs les uns
par rapport aux autres. Deux marqueurs sont d au-
tant plus difficilement séparables qu’ils sont proches
I’'un de l'autre. Les disances s mesurent en
centiMorgan (cM).

1. L’ ANALYSE DE LIAISON GENETIQUE

L' analyse de liaison génétique teste la ségrégation
d’une région chromosomique avec un trait (mala
die). Elle conduit & lalocalisation d’un géne, pre-
miére étape vers son identification. Elle consiste a
rechercher dans les familles comment se transmet la
maladie par rapport a des marqueurs polymorphes
situés précisement sur le génome. Ainsi, plus un
marqueur est proche du géneimpliqué dansla patho-
logie, plus la probabilité de les séparer lors des
étapes deréplication de I’ ADN serafaible et celle de
les hériter ensemble élevée (Fig. 43).

L es méthodes statistiques utilisées pour réaliser cette
analyse peuvent étre paramétriques si on connait le
mode d’ hérédité de la maladie étudiée ou non para-
métriques.

a) Les méthodes paramétriques

Elles nécessitent d’ établir un modéle génétique de
lamaladie. Il faut ainsi déterminer le mode de trans-
mission de la maladie (autosomique ou lié au sexe,
dominant ou récessif), lafréquence du géne morbide
et différents parametres

- comme la pénétrance du géne: ¢’ est-a-direle pour-
centage de sujets porteurs d’ une mutation du géne de
lamaladie qui expriment cette pathologie,

- le taux de phénocopie: il s agit de la proportion de
sujets atteints de la maladie par un mécanisme non
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Figure 43: une liaison génétique se traduit par la ségrégation
d'un allde d'un marqueur (dans ce cas, |'alléle 3) avec la
maladie.

2,4 1,3

lié & une transmission génétique. Ainsi, pour une
affection fréquente, dans une méme famille, certains
patients sont porteurs de la maladie mais ne présen-
tent pas de mutations du gene incriminé. L’ affection
chez ces patients n’est pas liée au caractere hérédi-
taire de lamutation mais résulte du hasard ou de fac-
teurs environnementaux,

- lafréquence des aléles des marqueurs étudiés.

Ces méthodes paramétriques reposent sur les
méthodes de calcul du LOD score . |l existe plu-
sieurs programmes informatiques qui permettent de
réaliser ce calcul : LINKAGE, FASTLINK, GENE-
HUNTER.

Un LOD score supérieur a 3 permet de conclure a
I’existence d une liaison significative (avec un
risque de 1 pour 1000 que ce résultat soit di au
hasard). Des valeurs de LOD score inférieures a —2
indiquent |’ absence de liaison.

Entre -2 et 3, le résultat est non significatif. Il faut
tester d autres familles ou de nouveaux marqueurs
situés dans la méme région pour obtenir une valeur
significative.
L'analyse peut étre effectuée en étudiant le locus
morbide et un marqueur (analyse bipoint) ou plu-
sieurs margueurs (analyse multipoint). Il existe éga
lement des tests d’ homogénéité qui testent ala fois
la liaison génétique et |"homogénéité de I’ échan-
tillon de familles. Ils sont de deux types:
» Provided simple test : dans ce cas, | échantillon
est divisé en sous échantillon suivant un critere

pour lequel on soupgonne a priori une hétérogé-
néité. Il est traité dans le logiciel HOMOG.



» Admixturetest : I"homogénéité est testée entre les
familles de I’ échantillon, car on ne connait aucun
critére a priori qui permet de distinguer les diffé
rents sous-groupes de familles.

b) Les méthodes non paramétriques

Les méthodes non paramétriques, quant a elles, tes-
tent si le mode d’ hérédité dévie de ce qui est attendu
sans a priori de modéle génétique. Le principe
consiste & prendre des apparentés qui se ressemblent
pour untrait (lamaladie) et derechercher Silsseres
semblent plus pour un marqueur donné gue ne le
voudrait le hasard. Si le marqueur est proche du
locus du géne incriming, lesindividus atteints auront
tendance a partager les mémes alléles a ce site.

Selon le principe décrit précédemment, laméthode
des germainsou “ sib-pairs” consiste a séection-
ner des paires de germains (fréres) atteints de la
maladie étudiée, a établir la distribution du nombre
d'aléles a un locus donné dans ces paires et a la
comparer par un simpletest deliaison ( 2 de confor-
mité) ala distribution attendue (Fig. 44). Sous I’ hy-
pothése d'indépendance de transmission entre le
marqueur et lamaladie, on doit retrouver les propor-
tions 1/4, 1/2 et 1/4. En cas de co-transmission entre

v 7 -‘\'.I
L)
A/B C/ID
Génotypes des parents
A/C A/C
A/D
B/C A ;
B/D Génotypes possibles pour le

deuxieme frére atteint

Figure 44: Si un frére atteint a recu les alléles A et C de ses
parents (dont les génotypes sont respectivement A/B et C/D),

son frére atteint a:

1 chance sur 4 d'avoir un génotype identique (A/C) = identité

1 chance sur 2 d'avoir un des deux alléles identiques (A/D ou

B/C) = semi-identité

1 chance sur 4 den'avoir aucun alléleen commun (B/D) = dif -
férence

lamaladie et le marqueur, les proportions vont diver-
ger de ces valeurs attendues. En effet, les paires de
germains atteints auront dans ce cas plus souvent
recu les mémes alléles de leurs parents: identité par
la descendance.

Rg : on parle d'aléles semblables pour désigner

deux exemplaires, similaires dans leur état et leur

fonction, du méme aléle (IBS ou Identical by State).

Par contre, des génes sont identiques par descendan-

ce pour désigner deux copies d'un méme géne

ancétre (IBD ou Identical by Descent).

D’autres méthodes ont ensuite permis d’ étendre ce

type d’analyse :

* a tous les membres atteints d’ une méme famille
comme la méthode Affected-Pedigree-M ember-
Only (APM).

* al’ensemble des individus de la famille comme la
méthode du Non-parametric linkage(NPL) ana-
lyss qui et implémenté dans le programme
GENEHUNTER.

2. LES ANALYSES D’ ASSOCIATION

Blles permeitent de recherche I influence d'un site
(marqueur ou gene) surlamaladie Pour cela oncom-
pare les fréguences alléliques entre deux populations.

Les études cas-témoins comparent par des mé&hodes
gtatistiques classiques (test du 2 d’homogénéité) les
digtributions génoty piques des locus consdérés entre
les atteints et une popul ation témoin. Elles permettent
de mettre en évidence une fréguence dlélique plus ou
moins importante chez les atteints par rapport a une
population témoin pour un locus donné

Le déséquilibre de liaison évalue une association
dlélique préfé&entielle Par exemple il permet de
mettre en évidences un alléled un marqueur est plus
(assodation positive) ou moins (assodation négative)
présent dansune populaion de patients que ne le vou-
drait lehasard. Il indique ainsi s’il existe une associa-
tion entre I'allele du marqueur & I’ alele morbide.
L' analyse peut étre étendue a I’ étude simultanée de
pluseurslocus.

D’autres méthodes, comme le Transmission /
Disaquilibrium Test (TDT), testent alafoislaliaison
génétique et I’ association. Du fait de la difficulté de
définir une population témoin adéquate, il repose sur
la transmission d’ alléles d'un parent hétérozygote a
son enfant atteint. Sous |'hypothése d’absence de
laison et d association, chacun des deux alléles du
parent sera transmis de fagon identique.



3. LESANALYSES D' UN CARACTERE QUANTITATIF

Blles consgtent aétudier un carattére quartitatif lié a
la mdadie plutét que le caractére “ maadie ” lui-
méme. Aing un taux élevé de PSA sanguin est un fec-
teur lié ala survenue d' un cancer de la prostate. Les
méthodes dtatistiques dévdoppées pour tester |’ exis-
tenced’'un” QTL " (Quantitative Trait Lod ou locus
impliqueé dans le déerminisme d un carectére quanti-
tatif) et estimer son eff et sont basées soit sur I’ utilisa-
tion du maximum de vraisemblance soit sur I’ utilisa-
tion des moindres carrés (régresson, anayse de
varance).

Certaines ne pamettent que d idertifier un QTL et
reposent sur |'étude de paires de gamains. Aing,
I"“Extreme SibPair method” (ESP) clasdfie les
valeurs du trait et analyse les pares qui sont dans les
deux cas extrémes de la distribution. Elle repose sur
I'idée que des paires extrémes ne devraient pas posse-
der des dlélesidentiques.

Une autre méthode “ Haseman-Elston regression
method ” (HE) quant a dle, utilise les valeurs des
traits continus et prend en compte I’ensemble des
paires dege'mains.

D’autres, gppeléesles” variance component linka-
ge analysis methods ”, donnent en plus une estima-
tion raisonnable de I'importance de I'effet du locus
testé Hles permettent de faire des analyses qui
incluent I interaction génotype-environnement. Elles
peuvent s gopliquer a I étude de paires de gearmains ou
ades familles de taille et de complexité variables.

La méhode SOLAR (Sequential Oligogenic Linkage
Analysis Routines) éend ce type d analyse a plu-
seurs marqueurs (calcul multipoint). Elle permet de
regarder S les phénotypes sont influencés par I'effet
chevauchant deplusieurs QTLs.

V. RECHERCHE DE MUTATIONS OU
POLYMORPHISMES

Dans le but de simplifier, nous ne parlerons que des
mutations, la technique étant applicable également
aux polymorphismes ou variants aléliques.

1. RECHERCHE DE MUTATIONS OU POLYMOR-
PHISMES CONNUS

a) Modification d'un site de restriction

 Technique de Southern
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Une mutation peut créer ou supprimer un site de res-
triction. Sa mise en évidence repose sur la digestion
par I'enzyme de redriction appropriée. L'’ADN
génomique de haut poids moléculaire subit une
digestion enzymatique puis est transféré sous forme
de simple brin (conditions dites dénaturantes) sur
une membrane de nylon. Cette membrane est ensui-
te hybridée avec une sonde radioactive, spécifique
de la région a éudier. La taille des bandes visuali-
sees indique si I’enzyme a coupé ou non et par voie
de conséquence permet d'identifier la potentielle
mutation.

La technique de Southern, (Fig 45), tres employée
voici quelques années, nécessite des quantités
importantes de matériel biologique et I'emploi de
sondes radioactives.

Les ADNs digérés par I’enzyme de restriction peu-
vent étre des produits d amplification obtenus par
PCR, permettant ainsi une détection rapide du pro-
duit sur gel d’ agarose.

b) ASO (Allele Specific Oligonucleotide) et AS-
PCR (Allele Specific PCR)

Deux oligonucléotides, I'un spécifique de I'alléle
sauvage et |’ autre de |’ alléle muté, sont synthétisés.
Ils sont utilisés dans le cas de I’ASO comme sonde
afin d'hybrider ' ADN a tester qui est fixé sur la
membrane ou pour amplifier directement I’ADN
danslecasdel’ AS-PCR. Dansles deux cas, | hybri-
dation ou I’amplification n'alieu qu'avec I’ oligonu-
cléotide spécifique de la séquence test, permettant la
discrimination entre ADN sauvage ou ADN muté.

¢) LCR (Ligase Chain Reaction) et PCR/LDR
(PCR Ligase Detection Reaction)

Ces techniques utilisées pour la détection de muta:
tions ponctuelles sont basées sur I'emploi au cours
de la PCR d' une enzyme thermostable de type liga-
se et de deux oligonucléotides s hybridant au niveau
de larégion mutée. La détection, en fluorescence ou
en radioactivité, des produits de ligation s effectue
aprés migration en condition dénaturante.

2. RECHERCHE DE MUTATIONS OU POLYMOR-
PHISMES INCONNUS

a) Séquencage direct

Le séquencage direct permet d’identifier sans ambi-
guité une mutation. L utilisation de séguenceurs
automatiques par détection fluorescente a contribué
al’ utilisation de plus en plus fréguente de cette tech-
nique.



Figure 45 : Technique de Southern Blot

b) Techniques de précriblage

L estechniques décrites ci-dessous permettent de tes-
ter en une seule manipulation plusieurs centaines
de paires de bases et de repérer dans|’intervalle étu-
dié les échantillons présentant une mutation. La plu-
part de ces techniques nécessitent un ségquencage
direct par la suite afin d’identifier la localisation
exacte de la mutation ou du polymorphisme ains
gue sa nature.

» SSCP (Single Strand Conformation
Polymorphism) (Fig 46)

Cette technique repose sur laconformation tridimen-
tionnelle d'un ADN simple brin qui varie selon sa
ségquence nucléotidique. Aprés amplification de la
région a étudier par PCR, le produit est déposé sur
un gel dacrylamide (permettant la séparation de
fragments de taille plus petite que sur gel d agaro-
se). La migration s effectue dans des conditions
dénaturantes et atempérature constante. Lavariation
d’ un nucléotide dans la séquence engendre un profil
de migration électrophorétique différent.

* DGGE (Denaturation Gradient Gel
Electrophoresis)

Cette technique repose sur la séparation en condition
dénaturante des homoduplex et hétéroduplex géné
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rés aprés amplification par PCR des ADNs normaux
et mutés.

* CDGE (Constant Denaturant Gel Electrophoresis)
et TTGE (Tempora Temperature Gel Electro-
phoresis)

Ces deux techniques, qui sont des variantes de la
DGGE, ont été développées pour |’ étude des muta
tions du géne suppresseur TP53. Elles sont tres sen-
sibles, permettant |a détection de mutation présente
dans seulement 1% des cellules. Elles ont I’ avantage
d éviter I’ éape de séquencage car elles présentent
des profils de migration spécifiques du type de muta
tion rencontrée.

* DHPLC (Denaturing High-Performance Liquid
Chromatography)

Aprés dénaturation des 2 brins d' ADN cette tech-
nique, comme la DGGE, repose sur le mésapparie-
ment des brins sauvages et mutés. Les 4 types de
produits obtenus aprés renaturation (2 types d ho-
moduplex et 2 types d’ hétéroduplex) sont facilement
identifiables aprés élution sur colonne et détection
des produits par UV. Cette technique est trés
employée du fait de son automatisation gréce a des
appareilstel que le Wave®. Ces appareils permettent
un précriblage de haut débit puisqu’ils s affranchis



Figure 46 : Technique de SSCP (Single Strand Conformation Polymor phism)

sent de |'étape d'électrophorése que nécessite les
techniques de SSCP et DGGE. Toutefois, il convient
de séguencer les échantillons qui présentent un
graphe informatique anormal.

* Clivage Chimique et Enzymatique

L'ADN a tester est hybridé avec de I’ADN normal
marqué par un radio-isotope. Lorsqu’ une mutation
est présente, des mésappariements vont se créer. Des
substances chimiques ou enzymatiques (type endo-
nucléase) permettent la reconnaissance et la coupure
de ces mésappariements. Une éectrophorése clas
sique permet de détecter les fragments présentant
une migration anormale du fait d’une différence de
taille.

La FAMA (Fluorexent Asssted Mismatch
Analysis) est une évolution de latechnique classique
de clivage enzymatique. L' ADN normal est marqué
par un fluorochrome (dite sonde froide par opposi-
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tion aux sondes chaudes représentés par les radio-
éléments) et la détection se fait sur un séquenceur
automatique.

* PTT (Protein Troncation Test)

L' ADN a étudier est amplifié par PCR puis in vitro
les produits sont transcrits en ARN et en protéine.
Cette technique repose sur |'étude de la migration
sur gel d'éectrophorése des protéines obtenues. La
mise en évidence d’un produit de poids moléculaire
plus faible est synonyme d’ une mutation sur le frag-
ment d ADN de départ. Cette technique permet de
détecter des mutations bien particulieres ayant des
conséquence directes sur laprotéine. C'est le cas des
mutations qui vont engendrer un codon stop préma-
turé (mutation non-sens ou décalage de la phase de
lecture) et par voie de conségquence la synthése d' une
protéine tronquée donc plus courte et de poids molé
culaire plus faible.



3. TECHNIQUES UTILISEES EN BIOLOGIE MOLE-
CULAIRE POUR LA MISE EN EVIDENCE D' ALTE-
RATIONS GENETIQUES

a) Altérations au niveau génomique
« Amplification génique

En biologie moléculaire la détection d'amplification
repose sur la technigue de Southern décrite précé
demment. Une variation d’ intensité des bandes obte-
nues évoque I’amplification de la région étudiée.

* Perte d’hétérozygotie (ou LOH en Anglais pour
L oss of Heterozygosity)

Les LOH sont des délétions chromosomiques
affectant uniqguement un des 2 chromosomes
autologues d'une cellule diploide. Cette détection
s appuie sur le polymorphisme génétique c'est- &
dire sur la variabilité d' une localisation génétique
donnée au sein des populations (notion d’alléle).

La technique de Southern blot reposant sur un
polymorphisme pouvant créer ou supprimer un site
derestriction suivi d’ une hybridation avec une sonde
spécifique a été longtemps utilisée. Toutefois, lapos-
sibilité de discriminer les deux alléles n'est que de
50%.

La technique de PCR associée a I’ utilisation des
microsatellites (répétition de nucléotides) lui est
aujourd hui préférée du fait de sa plus haute infor-
mativité (80-90% versus 50%) et de la moindre
consommation de matériel biologique. Dans ce cas,
les oligonucl éotides utilisés pour la PCR sont spéci-
figues de la région chromosomique a étudier et sont
de part et d' autre d’ un microsatellite [les plus connus
ont les répétitions en tandem des bases
Cytosineg/Adénine (CA)] dont la répétition peut
varier d'un aléleal’autre. Le produit PCR est dépo-
sé sur gel de migration et la mise en évidence d’ une
LOH repose sur lavariation d’intensité des bandes
obtenues (dénotant I’ absence de matériel génétique
n’ayant pu étre amplifié par PCR sur I’ un des alléles)
en comparant les profilsde I’ ADN constitutionnel et
de !’ ADN tumora d’un méme individu (Fig 47, 48).

* Instabilités génétiques

Ces instabilités sont le reflet d’un mauvais fonc-
tionnement danslaréplication ou danslarépara-
tion de I’ ADN. La détection de telles anomalies est

basée sur le méme principe que |’ étude des LOH.
Cependant, on ne recherche pas une différence d’in-
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tensité des bandes obtenues aprés PCR mais une dif-
férence de talle. En effet, I'instabilité se manifeste
par unedifférence detaille desbandes entrel’ ADN
congtitutionnel et I’ ADN tumoral d’un méme indivi-
du. Cette différence dénote une anomalie au niveau
du nombre de répétitions de bases dans le tissu can-
Céreux.

La mise en évidence d'une instabilité génétique au
sein destumeurs en utilisant des marqueursdetype
microsatellites repose sur la détection de délétions
chromosomiques (instabilité chromosomique) ou d’
anomalies du nombre de répétitions au niveau des
marqueurs microsatellites (atérations alléliques ou
instabilités microsatellites). Ce dernier type d' ano-
malie est le plus souvent lié a un dysfonctionnne-
ment des genes de réparation des mésappariement de
bases de I’ADN qui caractérisent un phénotype
mutateur (RER+ Replication Error Phenotype
Positive). Cette instabilité des microsatellites a été
décrite pour les cancers colorectaux du syndrome
héréditaire HPNCC. Il peut auss s observer dans
diverses tumeurs sporadiques (glioblastomes, can-
cers de I'estomac, du pancréas, de la prostate, de
I’ovaire, de I’ utérus).

* Méthylation

Au niveau génomique, en amont d' un géene (partie
dite 5') se trouvent des séquences d' ADN riches en
répétition de bases en tandem CG (Cytosne/
Guanine). La méthylation de la cytosine est un
mode de contrdle de |’ expression génique. Parfois
lorsgu’ un géene est suspecté de ne plus étre exprimé
au niveau du tissu tumoral, son état de méthylation
peut étre étudié. L' étude est réalisée gréce al’ action
denzymes de redriction coupant uniquement
lorsque la cytosine d' un couple CG n’est pas méthy-
|ée (ex. enzyme de restriction Hpall). Ladiscrimina
tion se fait aprés migration sur gel d agarose. La
PCR peut étre également utilisée. Dans ce cas, un
traitement préalable de I’ADN au bisulfite de
Sodium est le plus souvent utilisé. Ce produit a le
pouvoir de transformer les cytosines (C) non méthy-
Iées en thymidines (T) alors qu’il n’a aucune action
sur les cytosines méthylées. La discrimination par
PCR se fait par I’ utilisation d’oligonucléotides ren-
dant compte de la potentielle transformation de C en
T. Etant donné |la possible hétérogénéité des cellules
pour la méthylation d’un géne donné, le choix des
oligonucléotides combiné a I’ utilisation d’ appareils
utilisés en quantification en temps réel (voir ci-des-



Figure 47 : Perte d hétérozygotie (ou LOH en Anglais pour Loss of Heterozygosity)

Figure 48 : Perte d' hétérozygotie (ou LOH en Anglais pour Loss of Heterozygosity)
L = ADN deslymphocytes (normal avec 2 alléles)
T = ADN tumoral (—= indique la perte d’'un alléle)
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sous) permet de quantifier le pourcentage de cellules
méthylées.

b) Etudes d’ expression

Les études d’'expression peuvent étre effectuées
sur I’ARN (transcrit) ou sur la protéine. Nous ne
traiteronsici que les études sur I’ ARN.

» Lacartographiealanucléase Sl ou ala
RNase (Fig 49)

Cette technique permet de détecter directement des
mutations au niveau de I’ ARN. Elle exploite la pro-
priété de certaines enzymes, qui sont capables de
couper les séquences simple brin et par voie de
conséguence les mésappariements entre une sonde
connue et son équivalent en ARN transcrit qui pré
senterait une mutation.

« Dot Blot (ou hybridation sur tache)

L' ARN fixé sur une membrane est hybridé avec une
sonde spécifique. L'intensité de la tache permet
I"identification d'un transcrit donné et d’ apprécier
grossierement sa quantité.

* Northern Blot

Le Northern blot est laréplique du Southern blot uti-
lisé pour I'étude de I’ ADN. Les ARN sont séparés
par éectrophorese en gel d agarose dénaturant puis
transférés sur filtre et ensuite hybridés avec une
sonde marquée. Sur I'autoradiogramme final on
observe une ou plusieurs bandes dont la taille, le
nombre et I'intensité sont des indications qualita
tives précieuses.

Pour une étude quantitative (différence d’ expression
d’un géne donné dans un tissu normal et tumora), il
convient d'étudier pour chaque échantillon un géne
décrit comme n’étant pas altéré et présentant une
expression constante alafois dans le tissu normal et
cancéreux (gene dit de référence).

* Nested RT-PCR

Elle permet une éude qualitative des transcrits d' un
géne donné Aprés transcription reverse des ARN
messagers en ADNc, un premier tour de PCR (30
cycles) est réalise. Le produit d’amplification est
dilué et soumis a un nouveau tour de PCR (20
cycles) en utilisant de nouveaux oligonucléotides
localisésal’ intérieur (nested) de ceux utiliséslorsdu
premier tour afin de privilégier I'amplification du
produit PCR. Les produits peuvent étre analyses sur
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gel dagarose ou sur séquenceur. Cette technique
permet la mise en évidence de transcrits faible-
ment exprimés (ex. des épissages aternatifs d' un
géne).

e Etude quantitative par transcription réverse
(RT) suivied'une PCR

Ces études nécessitent une premiere étape dite de
transcription reverse (RT) afin detransformer I' ARN
en ADN complémentaire (ADNCc) plus stable.

 Etude quantitative dite en point final

Aprés RT-PCR, le produit d’amplification est analy-
Sé aprés un certain nombre de cycles de PCR. Il est
nécessaire comme pour le Northern Blot d’ étudier
simultanément un géne a expression constante afin
de normaliser les résultats. La comparaison de I'in-
tensité des bandes du géne cible dans e tissu normal
et tumoral normalisé al’ intensité des bandes du géne
de référence permet de calculer I’ expression diffé-
rentielle du gene cible dans les deux tissus. La PCR
est exponentielle jusgu’a ce que I'on ait atteint un
plateau. Ceci montre les limites de cette technique.
Si I’on atteint ce plateau, le produit de PCR dosé
n’'est pas réellement représentatif de la quantité
de transcrits présentsinitialement.

« Etude quantitative dite en tempsréel (Fig 50)

Cette technique totalement automatisée permet de
suivre I’ évolution du produit PCR au cours du temps
et ainsi d'éviter de quantifier un produit en phase
dite de plateau. Le seuil de détection (Ct pour
Threshold cycle) du produit de PCR est r epr ésenta-
tif de la quantité de transcrits réellement pré
sents. Un géne a expression constante est également
guantifié de la méme maniére afin de rendre comp-
te, comme toutes les techniques de quantification,
des différences de quantité d’ ARN introduit dans la
réaction.

4. APPLICATIONS CLINIQUES : LES MALADIES A
COMPOSANTE GENETIQUE

Les variations dans la prévalence d’ un trait phénoty-
pique ou d' une maladie (traduisant une susceptibili-
té individuelle a cette maladie) peuvent étre décom-
posées

« d'une part en caractéres monofactoriels détermi-
nés par un ou plusieurs genes indépendants les uns
des autres



Figure 49 : Cartographie a la nucléase S1 ou ala RNase

Figure 50 : Etude quantitative des ARNm
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» et d'autre part en caractéres multifactoriels
influencés par des genes multiples avec des effets
additifs associés a des facteurs mésologiques.

Les maladies a composante génétique monofacto-
rielle, quelque soit leur mode de transmission, peu-
vent ére la conséquence d’'une ou de différentes
mutations au sein d'un seul géne (hétérogénéité allé
lique) (Fig. 52) ou dues ades mutations affectant des
génes différents mais se manisfestant par un phéno-
type morbide monomorphe (hétérogénéité géné-
tique) (Fig. 52).

Dansles maladies a composante multifactoridle, les
phénotypes se distribuent comme des variables conti-
nues dans la populaion (Quantitative Trait Loci :
QTL). Une illugtration smple de ces caractéres est
représentée par le poids ou lataille dont ladistribution
gproche souvent celle de la digtribution normale,
leurs extrémes sont ddlleurs souvent considérés
comme des état morbides (nanisme-gigantisme,
cachexie-obésité).

a) Information génétique

L'information génétique intéresse des couples, des
individus confrontés au risque de récurrence d une
maladie génétique pour leur descendance ou pour
eux-méme. L'identification des facteurs génétiques
au sein des maladies communes de |’ adulte a étendu
largement le champ d’ application des techniques de
dépistage et de diagnostic génétique prédictif. Dans
le méme temps, les tendances sociologiques ont
apporté aux praticiens des questions de plus en plus
variées sur le risgue génétique.

Les patients attendent avant tout du consultant une
information objective, un conseil (pluraliste), un
soutien psychologique et éventuellement un avisthé-
rapeutique (préventif, substitutif ou curatif).

Pour répondre a cette demande, le consultant suit
une démarche complexe, spécialisée, souvent multi-
disciplinaire et schématisable en trois temps :

recueil des données cliniques, paracliniques et
généalogiques

référence aux données de lalittérature;

conclusion : conseil génétique de plus en plus
conforté par |es nouvelles techniques de dépistage
(anténatal, individuel ou familial) ou de diagnos-
tic moléculaire prédictif.

Au terme de cette démarche, |e praticien peut appor-
ter soit un pronostic personnel sur lamaladie (évolu-
tion, traitement éventuel), soit un pronostic familial
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(risque et mesures préventives pour la descendance).

Hors du cadre particulier des consultations préna
tales et néonatales, qui intéressent essentiellement
les malformations ou les maladies métaboliques, le
proposant ou ses parents peuvent rechercher un avis
présymptomatique devant une maladie potentielle-
ment génétique et révélée a un &ge plus ou mains
avancé dans lafamille.

Dans cette démarche multidisciplinaire, I'urologue

peut ére sollicité a différentes étapes du conseil

génétique:

* avortements a répétition : 66 % des avortement du
1€r trimestre sont dus a une aberration chromoso-
mique de I’cauf. 3 & 10 % des parents sont aors
porteurs d’ une anomalie cytogénétique chromoso-
mique

* stérilité: 30 % des aménorrhées primaires, 5 % des
ameénorrhées secondaires et 10 % des azoosper-
mies sont d’ origine génétique

» antécédents familiaux de malformation ou de mala
die urologique

* parfois devant une malformation uro-génitale foda
le découverte a I’ échographie.

Dans le cas des morphodysplasies, il faut différen-

cier les phénocopies (embryopathies) des génopa-

thies. Dans les phénocopies, le phénotype évoque
une affection d'origine génétique sans que celle-ci
soit mise en évidence, I’ origine est écologique. Les
embryopathies sont dues a I’ exposition & un agent
tératogéne (chimiques, médicamenteux, infectieux,
radiations ionisantes) pendant une période critique
de I’organogenése (14e-56e jours de grossesse ou
avant 12 semaines d’ aménorrhée). Pour les radia
tions ionisantes (médicales), elles sont considérées

comme non tératogénes si elles sont inférieures a 5

rads (un ASP = 0,3 rad). L’interruption thérapeu-

tique de grossesse est justifiée si I’exposition est
supérieure a 25 rads.

b) Reconnaissance et estimation du risque géné -
tique

L' évaluation du risgue de réaurrence familiale est
basée sur des données diniques, biologiques, généa-
logiques et épidémiologiques précises, permettant
d affirmer le diagnogtic et éventuellement lemode de
transmission pour des maladies familiales et des mal-
formations fodales.

Larédisation d’un arbre généalogique (Fig. 53) pea-
met d’orienter sur le mode de transmission d une



Figure 51: Hétérogénéité génétique, plusieurs génes pour une méme maladie (Phénotype)

Sans phéochromocytome

Avec phéochromocytome

Figure 52: Variations alléliques, différentes mutations d’un méme gene déterminent différentes expressions de la maladie
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maladie génétique au sein d une famille et d estimer
lerisque de transmission de lapathologie en fonction
du degré de parenté existant entre les membres non
ateints et les membres atteints.

La représentation de I’ abre génédogique répond a
certainesregleset symboles(Fig. 53). Lesgénéations
sont numérotées en dhiffres romains, lesindividus en
chiffres arabes, le plus &yé étant Stuéa gauche

¢) Reconnaissance et estimation du risque pour des
maladies monogéniques (hérédité mendélienne)

« Hérédité autosomique dominante

Dans les familles ol se transmet une maladie géné-
tique autosomique dominante, un des deux parents
est atteint. Les 2 sexes sont touchés. Un sujet sain a
une descendance saine (Fig. 54).

Cette modalité de transmission est habituelle pour
les prédispositions aux syndromes tumoraux fami-
liaux ou les polykystoses rénales de I’ adulte.

La reconnaissance de ce type d’ hérédité peut cepen-
dant ére mis en défaut par des phénocopies, une
pénétrance variable, des mutations de novo
(recherche de formes mineures chez les parents
apparemment sains) ou des mosaiques germinal es.

» Héridité autosomique r écessive

Les maladies récessives, telles que les polykystoses
rénales de I'enfant, touchent un enfant sur quatre
alors que les deux parents sont sains (mais hétérozy-
gotes). Les deux sexes sont touchés.

La consanguinité augmente de facon importante la
récurrence familiale de ces maladies. (Fig. 55)

» Hérédité gonosomiqueliéeal’ X

Dans |’ hérédité liée au chromosome X (par exemple
le Tedticule féminisant) , le pére est sain, la mére est
goparemment saine mais transmet la maladie (elle est
dite conductrice, hé&érozygote). Un gar¢on sur deux
sara dteint et une fille sur deux seraconductrice (Fig.
56).

d) Reconnaissance et estimation du risgue pour des
maladies héréditaires a transmission non mendé -
lienne.

Il s'agit de maladies multifactorielles (la plupart des
mal adies communes a composante génétique) ou de
maladies rares qui, soit entrent dans e cadre de |’ hé-
rédité mitochondriale, soit sont soumises a emprein-
te parentale ou sont soit dues a des répétitions
instables de trinucl éotides.

'  Hérédite autosomigue dominante
1 2 A= Alléle pathologique
BB AB B= Alléle normal
ll_,.r =, I."'_J__“".
I — L)
LR .
3 4 5 6 7
BB AB BB BB BB
' i i l .
- ., P . s '-a._ll
| Co) L) L)
BB AB BB BB BB BB

Figure 54 : Hérédité autosomique dominante
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Calcul du risque génétique a postériori : Théoréme de Bayes
Il dérive de I'essa “ The doctrine of chances” établi par le Révérend Thomas Bayes et publié de facon posthume en
1763.
Cette approche probabiliste est largement utilisé pour estimer un risque génétique en association aux classiques lois de
I"hérédité de Mendel.
La probahilité initiale de chaque événement, comme d’ étre porteur ou non porteur d’une mutation génétique transmis
sible au sein d'une famille, est pondérée par les différentes informations obtenues dans I’ historique familial sur I’ ex-
pression de lamaladie. La probabilité a priori devient alors une probabilité a posteriori.
Exemple : Quelle est |a probabilité pour I11-1 d’ étre porteur du géne d’ une maladie transmise sur un mode autosomique
dominant, dont la pénétrance est variable en fonction de I’ &ge (tableau).

I & My 5
1 _|.,__. __,.I

I 60 ans 2
1
40
M s ”
Variation de la pénétrance en fonction de I’ &ge (données empiriques)
AGE Pénétrance: % de malades chez les
porteurs del’anomalie génétique
40 ans 20%
60 ans 40%
80 ans 80%
Probabilité pour 11-1 I1-1 est porteur del’anomalie 11-1 n’est pas porteur del’anomalie
génétique ( génétique (
A priori P( )=05 P( )=05
Conditionnelle a I’ observation : étre non ma-
lade si la pénétrance est de 40% a 60 ans P(O/11) =0,6 P(O/NIT) =1
Jointe P( )xP(©/ )=03 P( )xP(©/ )=05
A posteriori : P( ) de l1-1 =P(I1)xP(O/IN)/[P(11)x P(NII)de 11-1=P(NI1)xP (O/NIN/[P(I1)xP
P(O/IN]+[P(NI1)xP(O/NII)]= 0,375 (O/IN]+[P(NIxP (O/NII)]= 0,625
Probabilité pour I11-1 I11-1 est porteur del’anomalie I11-1 n’est pas porteur de
génétique ( I’anomalie génétique (
A priori P( )=05xP( ) dell-1=0,1875 P( )=1-P( )dell-1=0,8125
Conditionnelle a I’ observation étre porteur et
non mal-ade si la pénétrance est de 20% a 40 ans P(O/I1) = 0,80 P(O/NIT=1
Jointe P( )xP(O/ )=0,15 P( )xP(©/ )=08125
A posteriori P( )YxP@©/ )I/[P( )xP((Ol )] P( )xP@© )/[P( xP(O )]
+[P( )xP(O/ )]=0,156 +[P( )xP(O/ )]=0844
Soit : 15,6% Soit : 84,4%

Figure 54 : Théoréme de Bayes
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Figure 55 : Hérédité autosomique récessive
II.-"'-_-"\-.I Hérédite liée au chromosome X
I . @) A= All&le pathologique
N, ra N
E— B= Alléle norma
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Figure 56 : Hérédité gonosomiqueliéeal’ X
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Les maladies multifactorielles apparaissent a partir
d’un certain seuil de susceptibilité déterminé par des
facteurs génétiques additifs (multigéniques) et des
facteurs écologiques (milieu). L' expression de la
maladie est plus fréguente chez |es sujets apparentés
a un malade et ce d’'autant plus que la maladie est
rare dans la population générale. Le risque et diffé
rent pour une méme maladie d'une famille a ' autre
et la gravité de lamaladie est variable au sein d’ une
méme famille. La consanguinité est également un
facteur de récurrence de la maladie. Pour ces mala
dies, la méconnaissance exacte du nombre et de la
nature des génes ainsi que des facteurs écol ogiques
implique que le calcul du risque de récurrence sera
empirique (a partir d'estimations statistiques), il
varieraavec lafréguence de lamaladie ou de lamal-
formation dans la population générae et avec le
degré de parenté.

€) Reconnaissance et estimation du risgue pour des
maladies par aberrations chromaosomiques

L es morphodysplasies uro-génitales sont |e plus sou-
vent sporadiques mais peuvent parfois orienter vers
une aberration chromosomique (5%) soit chez I'en-
fant, soit chez les parents (aberration chromoso-
miqgue équilibrée).

Certaines de ces malformations diagnostiquées in
utero par échographie doivent faire rechercher une
aberration chromosomique fogae. C'est en particu-
lier le cas ou une anomalie urologique (hydroné
phrose, agénésie rénae..) ou génitale est retrouvée
dansle cadre d’un syndrome polymalfor matif. Les
aneuploidies | es plus fréquentes, dans ce cas, sont les
trisomies 21, 13 ou 18 ainsi que le syndrome de
Turner (45,X). L'éude du caryotype fodal (amnio-
centése précoce) permet de concrétiser dans lamajo-
rité des cas I’ évaluation probabiliste du risque fondé
sur une anomalie chromosomique équilibrée chez
les parents ou s un enfant précédent a été atteint
d’ une aberration chromosomique.

Les malformations urinaires isolées ne justifient pas
la recherche systématique d' une anomalie du caryo-
type. Cependant, lorsgu’une dérivation vésico-
amniotique est pratiquée, certains auteurs ont propo-
sé de réaliser sur les urines fodales ponctionnées, la
recherche (par une technique de type FISH) des
aneuploidies les plus fréquentes.
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Laloi de Hardy-Weinberg

Elle donne la fréguence des génotypes en fonction de la fréguence des génes dans une population Pour un géne qui
a2alélesA et g s lafréguence del’aléele A dansla population est p, lafréquence de I’ alléle a dans la population
est g=(1-p).

Ainsi:
La fréquence des homozygotes AA est p2
La fréquence des hétérozygotes Aa ou aA est 2pq
La fréquence des homozygotes aa est g2=(1-p)2

Si laloi de Hardy-Weinberg est applicable & une population (population panmictique), dans le cas d’ une maladie
héréditaire a transmission autosomique récessive, on peut déduire la fréquence du gene délétére dans cette popula
tion en connaissant la prévalence de lamaladie. La maladie s’ exprimant chez |es homozygotes aa, la prévalence de
lamaladie est g2 et lafréguence du gene morbide g.

LA CONSANGUINITE
Elle augmente le risque de récurrence familiale de fagcon importante pour les maladies héréditaires a transmission
récessive.

Par exemple:

pour une maladie autosomique due a un gene récessif (a) de fréquence g=1%, le risgue pour un couple de sujets
non apparentés d’ avoir un enfant homozygote (aa) et donc atteint est de q2=1/10000 = 0,01%.

S'il s'agit d' un couple de cousins germains, le risque est multiplié par 7: (1-1/100) x /100 x 1/16= 0,07%

I1 est hétérozygote: 2q(1-q)

IV héritedu genedéléteredellpar [11et112:
= 2q(1-9) x (/2 x1/2 x1/2) x (/2 x1/2 x1/2)
=(1-q) x g/32

12 est hétérozygote: 2q(1-q)

IV héritedu genedéléteredel2par [11et112:
= 2q(1-9) x (/2 x1/2 x1/2) x (1/2 x1/2 x1/2)
=(1-q) x g/32
IV est homozygote en héritant |e géne délétére de 11 ou de |12
= = (1-0) x ¢/32+ (1-q) x ¢/32= (1-q) x ¢/16
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