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La FAMA

(fluorescence-assisted mismatch analysis)

Dominique Germain, Livia Poenaru

e diagnostic moléculaire des

maladies génétiques, indis-

pensable au conseil géné-

tique, est particuliérement

délicat lorsque les mutations
d’un geéne sont inconnues et, de sur-
croit, hétérogenes. En collaboration
ave M. Tosi et T. Meo (Inserm U.276),
nous avons mis au point, pour le dia-
gnostic de la maladie de Fabry [1], la
méthode FAMA (fluorescence-assisted
mismatch analysis) [2], dérivée de la
technique de clivage chimique qui,
en objectivant les mésappariements
de doubles brins d’ADN hétéro-
logues (heteroduplexes) marqués a leurs
extrémités par des fluorophores dis-
tincts, permet une exploration
rapide de I’ensemble du gene. Tech-
niquement, les étapes sont les sui-
vantes (figure 1): pour chaque
patient, FADN génomique est ampli-
fié par une premiere réaction de
polymérisation en chaine (PCR) en
plusieurs «amplicons» couvrant la
totalité des séquences codantes, les
jonctions exons-introns et la région
promotrice du géne. Pour chaque
fragment, une PCR «nichée » est réa-
lisée en réamplifiant une quantité ali-
quote de la premieére PCR a ’aide de
deux amorces oligonucléotidiques
internes portant a leur extrémité 5’
des fluorochromes différents (6-FAM
et HEX respectivement pour les
amorces sens et antisens). Les pro-
duits PCR bifluorescents obtenus
sont dénaturés par la chaleur puis
réhybridés afin de former les doubles
brins hétérologues (I'ajout d’'un ADN
témoin avant cette étape est néces-

saire pour I’étude, chez les hommes,
des genes situés sur le chromosome
X). Les doubles brins sont alors trai-
tés par 'hydroxylamine, d’'une part,
et par le tétroxyde d’osmium, d’autre
part, réactifs qui ont la propriété de
se fixer sur les cytosines (pour
I’hydroxylamine) et les thymines
(pour le tétroxyde d’osmium) mésap-
pariées. L’ADN est ensuite incubé a
90° C avec la pipéridine qui le clive
au niveau des bases ainsi modifiées.
Les fragments d’ADN clivés et non
clivés sont séparés par électrophorese
en gel de polyacrylamide dénaturant
sur un séquenceur automatique, et
les données sont recueillies et analy-
sées a ’aide du logiciel informatique
approprié (figure 2).

La maladie de Fabry, de transmission
récessive liée a I'X, est due a un
trouble du métabolisme des glyco-
sphingolipides par déficit en une
enzyme lysosomale, I’a-galactosidase
A. Dans sa forme classique, elle
affecte les hommes qui, étant hémizy-
gotes, ont une activité a-galactosidase
A effondrée. Les premiers signes cli-
niques, angiokératomes et/ou acro-
paresthésies, surviennent a I’adoles-
cence. Par la suite une atteinte
multiviscérale se développe, compor-
tant des signes cardiovasculaires et
neurologiques ainsi qu’une insuffi-
sance rénale qui, en I'absence de dia-
lyse ou de transplantation, était classi-
quement responsable du déces chez
I’adulte jeune. Une forme mono-
symptomatique, limitée au cceur, a
été décrite plus récemment; elle
s’accompagne d’une activité enzyma-

tique diminuée mais non nulle, et
semble corrélée a quelques mutations
particuliéres du geéne. Les femmes,
hétérozygotes et donc conductrices
du trait, sont le plus souvent asympto-
matiques, avec parfois une dystrophie
cornéenne et quelques angiokéra-
tomes. Elles peuvent, occasionnelle-
ment, présenter des symptomes aussi
sévéres que les hommes atteints. La
mise en évidence du déficit de l'acti-
vité a-galactosidase A dans les leuco-
cytes et/ou le sérum est la méthode
de référence pour confirmer le dia-
gnostic chez les hémizygotes. En
revanche, chez les hétérozygotes, la
concentration de I’enzyme étant tres
variable, le dépistage des vectrices par
dosage enzymatique n’est pas satisfai-
sant. La détermination du statut des
femmes a risque dans les familles ou
ségrege la maladie est pourtant essen-
tielle pour le conseil génétique, souli-
gnant I'intérét d’un diagnostic molé-
culaire de I'affection.

Le geéne codant pour I'a-galactosidase,
localisé en Xq22 a été cloné et
séquencé. Il comprend 7 exons, s’étend
sur 12,5 kilobases et présente la parti-
cularité de ne pas comporter de seg-
ment 3’ non traduit. Un mécanisme
original d’édition de son ARN messa-
ger a par ailleurs été décrit (m/s n°11,
vol. 11, p. 1622). Les réarrangements
géniques, mis en évidence par Southern
blot, ne rendent compte que de 5% des
anomalies moléculaires, essentielle-
ment représentées par des mutations
ponctuelles et des  petites
délétions/insertions. Il existe une
grande hétérogénéité moléculaire, et
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Figure 1. Principe du clivage chimique
fluorescent (FAMA). Pour chaque
région d’intérét, I'’ADN des patients
est amplifié par une premiere réac-
tion de polymérisation en chaine
(PCR). Une PCR « nichée », qui accroit
la spécificité, est réalisée en réampli-
fiant une quantité aliquote de cette
premiere PCR a l'aide d’amorces
nucléotidiques internes marquées a
leur extrémité 5’ par des fluorophores
différents (6-FAM et HEX respective-
ment pour les amorces sens et anti-
sens). Les amplicons bifluorescents
obtenus sont soumis & une dénatura-
tion par la chaleur pour former des
doubles brins hétérologues (hetero-
duplex). Dans I'exemple de détection
d’une transition hétérozygote thy-
mine (T) vers cytosine (C) illustré ici,
I'allele normal est porteur d’une thy-
mine sur le brin sens avec en regard
l'adénine complémentaire tandis que
l'alléle muté porte sur le brin sens
une cytosine et sur le brin antisens
une guanine. Apres réhybridation on
obtient, outre les especes molécu-
laires précédemment citées, la forma-
tion de 2 types de doubles brins hété-
rologues contenant, pour l'un, un
mésappariement C-A et, pour I'autre,
un mésappariement T-G (il est néces-
saire pour la détection des mutations
homozygotes ou hémizygotes d’ajou-
ter préalablement a cette étape, en
quantité égale, un ADN témoin). Les
doubles brins hétérologues sont alors
soumis a un traitement par deux réac-
tifs chimiques, I'hydroxylamine et le
tétroxyde d’osmium, dans des réac-
tions distinctes. L’hydroxylamine a la
propriété de se fixer sur les cytosines
mésappariées — ou non appariées — et
permettra dans l'exemple choisi la
détection du mésappariement C-A au
niveau du brin sens, porteur a son
extrémité 5’ du fluorophore 6-FAM.
Le tétroxyde d’osmium, en présence
de pyridine, se greffe, lui, sur les
bases thymines mésappariées (ici la
thymine impliquée dans le mésappa-
riement T-G). Les échantillons sont

alors incubés avec la pipéridine qui a la propriété de cliver ’ADN au niveau des bases ainsi modifiées. Les fragments
d’ADN clivés et non clivés sont séparés par électrophorese en gel de polyacrylamide dénaturant sur un séquenceur
automatique. Les données sont collectées et analysées a I'aide du logiciel informatique approprié. Chaque substitu-
tion nucléotidique donne lieu a deux informations. Dans le cas de la transition T - A décrite, il y aura un signal sur
le brin d’ADN sens (fluorophore 6-FAM) pour la réaction hydroxylamine et une autre information sous forme d’un
deuxiéme signal, également sur le brin sens, mais correspondant a la détection du deuxiéme type de double brin
hétérologue (T-G) par la chimie du tétroxyde d’osmium. Une transversion T - A aurait donné lieu a 2 signaux, I'un
sur le brin sens et I’autre sur le brin antisens mais uniquement avec le tétroxyde d’osmium détectant alors le mésap-
pariement T-T. Une transversion T - G entrainerait, elle, la formation d’'un mésappariement d’osmium G-A non
détecté et d’'un mésappariement T-C détecté par un signal sur le brin antisens pour I'hydroxylamine et par un signal
en position complémentaire sur le brin sens pour le tétroxyde d’osmium.
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Figure 2. Analyse moléculaire du géne de I'a-galactosidase par clivage chi-
mique fluorescent (FAMA) dans la maladie de Fabry. Une réaction FAMA
apres modification chimique par le tétroxyde d’osmium des doubles brins
hétérologues bifluorescents est présenté ici. Les profils électrophorétiques
de 4 patients sont superposés. La mutation IVS4 A(-2) — T chez I'un des
patients est détectée par le grand pic de clivage (fleche rouge). L’oligonu-
cléotide sens utilisé pour la PCR nichée a son extrémité 5" marquée par le
fluorophore 6-FAM, en position 9998 sur la séquence génomique. L’addition
de cette coordonnée au chiffre 130 donné par I’analyse informatique (en abs-
cisse de la figure) indique la position exacte de la mutation (A 10129 - T).
L’apparition d’une thymine explique le pic de clivage pour la modification
par le tétroxyde d’osmium (OT) présentée ici. Une autre mutation donnant
lieu & un pic de clivage d’intensité plus modérée chez un autre patient est
toutefois aisément mise en évidence par la superposition des profils de dif-
férents malades puisque le pic (fleche noire) se détache alors nettement du
bruit de fond. Il s’agit de la substitution C 10149 - T, également mise en évi-
dence par la réaction avec I’hydroxylamine du fait de I'implication d’une
cytosine (donnée non montrée). Cette transition C —» T conduit a I'apparition
d’un codon stop (R220X). Noter que les autres petits pics indiquent la posi-
tion des thymines normalement appariées permettant ainsi de se positionner
trés précisément sur la séquence du gene étudié.

les nombreuses mutations «privées» nique, outre I’anomalie spécifique

(c’est-a-dire présentes dans une seule
famille), exigent la mise au point d’une
technique fiable pour leur détection et
le dépistage des conductrices.

Le recours a la FAMA a été particu-
lierement efficace: dans toutes les
familles étudiées, le défaut génétique
[1], extrémement divers, fut identi-
fié: des microdélétions exoniques
avec ou sans décalage du cadre de
lecture, des anomalies de 1'épissage
de 'ARNm et des substitutions
nucléotidiques faux sens et non sens
furent retrouvées, confirmant 1’hété-
rogénéité moléculaire de la maladie
de Fabry. La plupart des mutations
étaient situées dans la partie 3’ du
gene et furent détectées par I’analyse
d’un amplicon de 1,5kb — le plus
long étudié a ce jour — sans difficulté
technique. Pour certaines familles, la
détection d’un polymorphisme intro-

dans cet amplicon de grande taille,
illustre la capacité de la méthode
FAMA de mettre en évidence plu-
sieurs substitutions nucléotidiques
simultanément, de les positionner les
unes par rapport aux autres, et de
distinguer les nouvelles mutations
des polymorphismes (ou mutations)
récurrents. En outre, dans les familles
ol aucun cas masculin n’était dispo-
nible, le diagnostic de maladie de
Fabry a pu étre définitivement porté
par la mise en évidence de I’anomalie
moléculaire. Dans un autre cas, en
excluant formellement ’hétérozygo-
tie chez une femme apparentée a un
homme malade, la méthode fut trés
précieuse pour le conseil génétique
puisqu’elle permit d’éviter un dia-
gnostic prénatal devenu injustifié.

La sensibilité de la FAMA fut par
ailleurs étudiée en la comparant a la

méthode de référence de détection
des mutations inconnues: le séquen-
cage de 'ADN; un séquencage auto-
matique systématique de tous les
exons du gene fut réalisé paralléle-
ment a ’étude par FAMA. Malgré la
bonne qualité technique du séquen-
cage, des ambiguités et des faux-
négatifs furent observés. Pour obte-
nir des résultats optimaux, il fallut
répéter les réactions de séquence et
souvent séquencer les deux brins, au
prix d’un travail d’optimalisation
répétitif et colteux, contrastant avec
la sensibilité de détection des muta-
tions par FAMA. Ces données confir-
ment d’autres travaux [3] et sugge-
rent que, malgré des améliorations
constantes, le séquencage automa-
tique de 'ADN n’est pas encore
adapté a la recherche des mutations
hétérozygotes inconnues dans un
cadre diagnostique.

L’utilisation d’une méthode de pré-
criblage des geénes, suivie d’un
séquencage limité a la région ou une
mutation a été localisée, semble donc
une meilleure stratégie. Parmi les
méthodes de criblage de segments
d’ADN, aucune n’est parfaitement
adaptée a toutes les situations [4, 5]
mais celles fondées sur le clivage chi-
mique [6] ou enzymatique [7] des
doubles brins hétérologues se sont
révélées constamment efficaces pour
I'étude de fragments de grande taille
(jusqu’a 1,6 kb). Cette approche est
encore potentialisée, dans la
méthode FAMA, par le marquage
fluorescent simultané des deux brins
d’ADN par des fluorophores dis-
tincts. Chaque substitution nucléoti-
dique donne lieu a au moins deux
signaux. La mutation est localisée
avec précision et la nature de la sub-
stitution peut souvent étre immédia-
tement déduite en considérant le
brin d’ADN clivé et le réactif chi-
mique (hydroxylamine et/ou
tétroxyde d’osmium) ayant donné
lieu au clivage. L’analyse informa-
tique en permettant la superposition
des profils électrophorétiques de plu-
sieurs patients, peut révéler des pics
de clivage d’intensité faible qui, clas-
siquement, ne sont pas détectés par
la méthode de clivage chimique
radioactive conventionnelle. Enfin
les modifications minimes mais
reproductibles survenant a chaque
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cytosine ou thymine normalement
appariée permettent un positionne-
ment précis en fournissant la
séquence en cytosines (réactions avec
I’hydroxylamine) ou thymine (réac-
tions avec le tétroxyde d’osmium) de
la séquence d’ADN étudiée.

La FAMA, dans la configuration de
clivage chimique utilisée dans cette
étude, s’est donc révélée étre une
technique fiable et rapide pour la
détection de mutations inconnues.
Elle permet 'analyse de longs frag-
ments d’ADN et, du fait de sa sensibi-
lité, est particuliérement bien adaptée
a I’étude des transcrits apres RT-PCR,
méme dans les situations ou '’ARNm
muté est instable et/ou sous-exprimé
par rapport au messager normal. Si la
méthode a été initialement utilisée
pour I'étude du gene CIINH [2] et
du gene de l'o-galactosidase [1], elle
peut en pratique étre aisément adap-
tée a l'analyse moléculaire d’autres
genes impliqués dans diverses mala-
dies génétiques [8, 9] ou processus
néoplasiques et peut aussi étre utilisée
pour la validation de génes candidats
nouvellement identifiés [10] =
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