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TECHNIQUE

Le test de troncation des protéines (PTT):
un outil pour la detection de mutations
ponctuelles dans ’ADN

Claude Maugard, Sylvie Tuffery, Laurent Beaufrere,
Corinne Bareil, Mireille Claustres

La détection de mutations dans
U’ADN représente une élape essentielle
de la biologie moléculaire, pour la
recherche fondamentale comme pour
les applications médicales. Les
stratégies actuellement disponibles
pour déceler les alleles mutés sont
fondées, soit sur Uutilisation de
méthodes rapides mais limitées a
Uidentification d’un nombre restreint
de mutants déterminés, soit sur
lutilisation de techniques cotiteuses
et laborieuses mais capables de déceler
la moindre altération de séquence
dans les portions essentielles des
genes. La détection de mutations est

a détection de mutations

dans ’ADN est une étape

incontournable de la biologie

moléculaire. En recherche,

elle permet d’identifier de
nouveaux polymorphismes utiles
pour les études de liaison entre un
locus chromosomique et un phéno-
type morbide, d’authentifier la res-
ponsabilité d’'un geéne candidat ou
encore d’identifier les composantes
génétiques des maladies multifacto-
rielles. La connaissance du spectre
mutationnel d’un geéne est intéres-
sante en génétique des populations
ou encore pour les études de rela-
tions structure-fonction. En méde-
cine, le diagnostic génotypique direct
fondé sur l'identification des muta-
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une démarche complexe et aucune des
méthodes disponibles n’est applicable
seule a toutes les situations, leur
choix dépendant de nombreux criterves
(nature des mutations, taille et
structure du gene, acces a UARNm,
degrés d’efficacité et de sensibilité
recherchés). Nous présentons les
avantages relatifs d’une stratégie de
recherche spécifique des mutations
qui introduisent un signal d’arrét
prématuré de la synthese protéique,

Jondée sur le test de troncation des

protéines (PTT), par rapport aux
techniques classiques de balayage
d’un fragment d’ADN ou d’ARN

tions déléteres constitue la principale
application de la découverte d’un
geéne, en particulier en matiére de
diagnostic prédictif présymptoma-
tique ou prénatal. Quand un nombre
limité de mutations géniques est en
cause, il est facile de développer un
test spécifique ciblé sur l'identifica-
tion de ces mutations qui soit utili-
sable en diagnostic pour les familles
a risque, voire en dépistage de masse
pour une population. Cependant,
pour la majorité des maladies géné-
tiques, ’hétérogénéité moléculaire
est de regle et, méme si quelques
mutations peuvent étre majoritaires
dans certains groupes ethniques, la
plupart sont privées et ne peuvent
étre détectées que par des techniques

telles que Uélectrophorese en gel de
gradient dénaturant (DGGE),
Uanalyse d’hétéroduplex (HA),
Uanalyse de conformation de TADN
en simple brin (SSCA) ou le clivage
chimique ou enzymatique de
mésappariements (CCM/EMC). Le
PTT, fondé sur Uanalyse de
Jragments d’ARN ou d’ADN
transcrits et traduits in vitro, parait
étre, pour certaines maladies
génétiques, la facon la plus efficace et
la moins cotiteuse de déceler les
mutations de ’ADN responsables de
troncation protéique.

de balayage ou de criblage, qui
explorent la séquence codante du
geéne exon par exon. En attendant la
mise sur le marché des micropuces
(DNA chips) révolutionnaires qui per-
mettront enfin une automatisation et
un changement d’échelle dans I’ana-
lyse génétique (m/s n°2, vol. 14,
p.225) [1], la stratégie de détection
de mutations inconnues reste artisa-
nale et complexe.

Le séquencage est nécessaire pour
identifier les variations de I’ADN,
mais ne représente pas la stratégie de
choix pour la détection des muta-
tions hétérozygotes inconnues, non
seulement pour des raisons de coft
et de temps, mais aussi par manque
de fiabilité, en particulier pour un
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diagnostic humain. Une stratégie en
deux temps est nettement préférable,
combinant d’abord un criblage
exhaustif des exons puis le séquen-
cage des seuls segments suspects. Plu-
sieurs techniques de criblage de la
séquence codante d’un géne sont
actuellement disponibles, toutes fon-
dées sur la séparation électrophoré-
tique des alleles mutés et normaux,
mais aucune n’est applicable seule a
toutes les situations. Le choix entre
SSCA (single strand conformation analy-
sis), DGGE (denaturing gradient gel elec-
trophoresis), HA (heteroduplex analysis)
ou CCM/ECM (chemical ou enzymatic
mismatch clivage) dépend essentielle-
ment de la taille et de la structure du
gene, de la nature des mutations, du
mode de transmission de la maladie,
et de D'efficacité recherchée.

Le test de troncation
des protéines: technique

Le test de troncation des protéines
(PTT, protein truncation test) s’avere
particuliecrement précieux pour la
détection spécifique des mutations
nonsens ou qui décalent le cadre de
lecture de ’ARNm et provoquent une
terminaison de traduction prématu-
rée. A la différence des autres tech-
niques de criblage, les mutations ne
sont pas détectées au niveau de
I’ADN, mais au niveau des produits
polypeptidiques obtenus apres trans-
cription et traduction in vitro des frag-
ments d’ADN génomique ou d’ADNc
amplifiés a partir des régions d’intérét
du gene étudié (figure 1). On introduit
pour cela une séquence contenant un
promoteur de T7 ARN polymérase et
un signal de traduction eucaryote
dans une des amorces utilisées pour
I'amplification. Les produits PCR sont
ensuite transcrits et traduits in vitro
dans un lysat de réticulocytes ou de
germes de blé en présence de *S
méthionine ou de “H leucine. Aprés
séparation électrophorétique des pro-
duits de traduction et autoradiogra-
phie, la visualisation d’un peptide
tronqué de poids moléculaire infé-
rieur au produit normal indique la
présence d’une mutation terminatrice
dans le fragment d’ADN ou d’ARN
constituant le matériel de départ. En
général, I'estimation de la taille de la

s bande anormale permet de localiser
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approximativement le site muté dans
le fragment analysé, de sorte que le
séquencage destiné a identifer la
mutation sera limité finalement a une
trés petite portion du gene.

Divers kits de marquage permettent
maintenant d’éviter I'incorporation
de radio-isotopes dans I'étape de tra-
duction. Par exemple, I'utilisation
d’un lysat réticulocytaire contenant
des ARN de transfert chargés avec une
lysine biotinylée permet, apres sépara-
tion électrophorétique et western blot,
de révéler les bandes par chimiolumi-
nescence ou par colorimétrie.

Le protocole initial de RT-PCR-PTT
(reverse transcription-polymerase chain
reaction-PTT) fut mis au point pour
explorer de grands segments chevau-
chants de séquence codante, rétro-
transcrits et amplifiés a partir
d’ARNm de géne DYSTROPHINE [2]
ou de gene APC [3]. Grace au phé-
nomene de transcription illégitime
ou ectopique, quelques molécules de
transcrits de n’importe quel géne a
expression spécifique de tissu sont
présentes dans n’importe quel type
de tissu, dont les lignées lymphoblas-
tiques, et deviennent accessibles a
I’analyse apres amplification [4].
Cette observation majeure permet,
d’une part, de s’affranchir de ’obs-
tacle de I'accessibilité aux tissus
cibles et, d’autre part, d’envisager
concretement le criblage de la tota-
lité de la séquence codante d’un
geéne a partir d’'un simple préleve-
ment de sang.

Le PTT permet d’analyser des frag-
ments nucléotidiques compris entre 1
et 3 kb en une seule réaction. La taille
des exons étant généralement de
I’ordre de 100 a 300 paires de bases, il
est évident qu’il est plus attirant de
cribler la version ADNc en quelques
fragments de RT-PCR plutot que cha-
cun des exons séparément. Cepen-
dant, la méthode peut aussi s’appli-
quer a l’exploration directe d’ADN
génomique amplifié lorsqu’on
recherche des mutations introduisant
un signal prématuré de terminaison
de traduction dans des exons dont la
taille est exceptionnelle.

I Applications

Depuis 1993, une quinzaine de genes
ont été explorés par PTT (Tableau I),

et I’expérience acquise permet de
dresser un bilan des avantages et des
limites de la méthode.

Myopathie de Duchenne

La recherche des mutations ponc-
tuelles responsables d’un tiers des cas
de myopathie de Duchenne (DMD)
représente une des meilleures indica-
tions de la stratégie RT-PCR-PTT [5-
7], pour plusieurs raisons. La taille
(2,5 mégabases) et la structure
(79 exons au moins) du geéne DYS-
TROPHINE dissuadent d’utiliser une
des techniques de criblage systéma-
tique des exons au niveau de ’ADN
génomique. Plusieurs tentatives réali-
sées par SSCA ou CCM, notamment
en utilisant les amplimeres de la PCR
multiplex, ont, certes, permis de
déceler quelques mutations délétéres,
mais elles ont surtout mis en évidence
des polymorphismes ou des variants
neutres rares. Les muscles des
patients DMD étant dépourvus de
dystrophine, il est logique d’analyser
I’ADNc pour rechercher des muta-
tions interrompant la traduction. Si la
collaboration avec les cliniciens est
bien organisée, le méme prélevement
de muscle fournit le matériel néces-
saire, d’'une part, a I’étude de la dys-
trophine pour le bilan clinique initial
et, d’autre part, a I’étude moléculaire
a partir des transcrits spécifiques, qui
donnent de meilleurs rendements en
RT-PCR que les transcrits illégitimes
dont le taux dans les lymphocytes san-
guins est de 'ordre d’un transcrit/
10° cellules [4]. La DMD étant trans-
mise sur le mode récessif lié a 1I'X, la
détection d’un peptide tronqué ou
absent est particulierement aisée chez
le male hémizygote; les problémes
dus aux amplifications déséquilibrées
d’alleles ne se posent pas. Le controle
sur gel de la taille des produits de RT-
PCR permet de détecter certains
grands réarrangements (délétions ou
duplications partielles incluses dans
le fragment analysé) ainsi que des
altérations introniques affectant
I’épissage des exons. La mise en évi-
dence de deux produits PTT de taille
différente identifie les femmes vec-
trices, le produit de I'allele normal
servant de témoin interne. Nous utili-
sons le protocole RT-PCR-PTT depuis
1993 pour le géne DMD, dont la
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Figure 1. Principe du test de tronca-
tion des protéines (PTT). Aprés extrac-
tion d’ARN total spécifique ou illégi-
time, une transcription inverse est
réalisée a I'aide d’'une amorce nucléo-
tidique spécifique du fragment a ana-
lyser; le brin d’ADNc résultant est
ensuite amplifié lors d’une premiere
réaction de polymérisation en chaine
(PCR,). Une fraction du produit de
PCR, sert de matrice pour une
deuxiéme réaction d’amplification
dite «nichée» (PCR,) en présence
d’amorces internes, afin d’accroitre la
spécificité et la quantité du fragment
d’intérét. Une des amorces a été
modifiée par ajout en 5’ d’une
séquence contenant le promoteur de
la T7 ARN polymérase et un motif
eucaryote de début de la traduction
(séquence de Kozak précédant un
codon AUG), de type (5-GGATCC-
TAATACGACTCACTATAGGAACA-
GACCACCATG-3’). L’amorce PT7 se
termine en 3’ par la séquence spéci-
fique du fragment de géne d’intérét,
choisie de facon telle que le cadre de
lecture naturel de I'ARN messager
correspondant puisse étre lu en phase
et dans l'orientation correcte en aval
du promoteur de bactériophage. La
taille et la spécificité des produits
d’amplification sont contrélés par
électrophorése,; des mutations intro-
niques modifiant I'épissage des trans-
crits peuvent étre décelées a cette
étape. Il est possible aussi d’utiliser
au départ une matrice d’ADN géno-
mique, en particulier lorsque la taille
des exons est exceptionnelle. Chaque
fragment de géne amplifié au cours
des étapes précédentes est ensuite
directement soumis a une réaction
couplée de transcription et de traduc-
tion in vitro, en utilisant un lysat réti-
culocytaire ou d’extraits de germe de

blé. Les produits protéiques obtenus sont analysés aprés séparation électrophorétique en gel de polyacrylamide-SDS
en présence d’'un marqueur de poids moléculaire et aprés révélation par autoradiographie, colorimétrie ou chimio-
luminescence selon le marquage utilisé. La présence d’un produit de taille inférieure au produit normal signale une
mutation responsable de l'introduction d’un signal stop prématuré dans le fragment correspondant, comme c’est le
cas pour la mutation nonsens survenue dans un codon glutamine (CAA->TAA) illustrée ici. Dans de nombreux cas il
est possible, d’apreés la taille calculée du peptide, de localiser approximativement la position de la mutation dans le
segment de gene analysé, ce qui permet de limiter le séquencage destiné a identifier I’altération a la seule portion
d’ADN suspecte. Pistes 1 et 5: marqueurs de poids moléculaire. Piste 2: peptide de taille normale. Piste 3: hétérozy-
gotie pour un peptide de taille normale et un peptide tronqué (cas d’un individu porteur d’une altération autoso-
mique ou de femme vectrice d’'une mutation récessive sur I’X). Piste 4: hémizygotie pour un peptide tronqué (cas

d’un sujet de sexe méle porteur d’une mutation sur I’X).
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Tableau |
PRINCIPAUX GENES EXPLORES PAR PTT

Gene Taille Mutations ponctuelles Références
Locus (séquence introduisant un codon

codante) de terminaison de traduction
DMD 2400 kb 98 % [2, 5-8]
Xp21 (14 kb)

79 exons
NF1 350 kb 80 % [15]
17911.2 (13 kb)

56 exons
APC 10 kb 97 % [3]
5021-q22 (8,5 kb)

15 exons
BRCA1 100 kb 81 % [10, 11]
17g12-21 (7,5 kb)

24 exons
BRCA2 70 kb 91 % [11]
13g12.3 (11,4 kb)

27 exons
AT 150 kb 90 % [13, 14]
11922.3 (12 kb)

66 exons
hMLH1 100 kb 42 % [12]
3p21-3 (2,5 kb)

19 exons
hMSH2 73 kb 71 % [12]
2p22-21 (2,9 kb)

16 exons
CHM 150 kb 90 % [16]
Xq21.2 (4,5 kb)

15 exons
FViIl 186 kb 57 % [17]
Xqg28 (9 kb) (HA sévéres)

26 exons
Pig-A 17 kb 70 % [18]
Xp22.1 (1,6 kb)

6 exons

séquence codante est étudiée en seu-
lement dix fragments chevauchants.
L’expérience acquise a permis de
maitriser les difficultés dues aux épis-
sages alternatifs et de standardiser les
étapes pour transférer la technique
en diagnostic [6, 7]. Pour 20 patients
analysés, la mutation responsable a

s pu étre identifiée dans 90 % des cas;
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pour les cas restants, des réarrange-
ments plus complexes ont été détec-
tés dont I’étude est en cours.

Le PTT a permis d’identifier des alté-
rations dans les transcrits dystrophine
extraits de fibroblastes qui ont été
forcés en myodifférenciation par
transfection du gene MYOD [8, 9].
Ce procédé pourrait connaitre une

application spectaculaire en diagnos-
tic prénatal lorsque les procédures
habituelles sont inutilisables,
puisqu’il a été démontré que la myo-
transformation est possible aussi a
partir d’amniocytes [8, 9].

Cancers du sein

Le PTT est principalement utilisé
pour détecter des mutations germi-
nales ou somatiques dans les affec-
tions cancéreuses, en particulier dans
les formes héréditaires de cancer du
sein, puisque 90 % a 99 % des muta-
tions germinales identifiées sont res-
ponsables de I'introduction d’un
codon stop prématuré dans ’ARNm.
Bien que les transcrits soient ampli-
fiables en cinq (BRCAI) ou en huit
(BRCA2) fragments chevauchants, le
PTT est appliqué en général a
I’étude d’un ou de deux exons a par-
tir ’ADN génomique [10]. En effet,
I’exon 11 dans BRCAI, et les exons
10 et 11 dans BRCA2 représentent
environ 60 % des séquences
codantes. L’étude de ces génes au
niveau de 'ADN, méme partielle, est
préférée aussi en raison de possibles
difficultés d’interprétation dues a
leur faible expression dans les lym-
phocytes, de la présence d’épissages
alternatifs, et de l'instabilité de cer-
tains transcrits mutés. Malgré des cri-
teres phénotypiques de sélection plus
restrictifs, les fréquences de mutation
BRCA1I et BRCA2, quoique variables
selon les populations, sont relative-
ment faibles, méme lorsque plusieurs
techniques de criblage sont combi-
nées avec le séquencage [11]. Des
mutations régulatrices de BRCA ou
d’autres génes de susceptibilité au
cancer du sein sont probablement en
cause. Cependant, lorsque les
familles sont préalablement sélec-
tionnées a 'aide de critéres d’inclu-
sion stricts plus un lod score positif,
I’exploration compléte de I’ADNc
BRCAI est informative dans plus de
80 % des cas [10].

Cancers du colon

Environ 98 % des mutations APC
(adenomatous polyposis coli) sont des
mutations introduisant un signal de
terminaison de traduction. Les trans-
crits APC sont amplifiables en cing
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fragments chevauchants [3]. Cepen-
dant, les mutations étant particuliére-
ment fréquentes dans la partie 5’ de
I’exon 15, le PTT est appliqué en
priorité a une portion de 2,8kb
d’ADN génomique amplifié, ce qui
permet de détecter environ 50 % des
mutations germinales APC dans la
polypose colique familiale et 70 %
des mutations somatiques APC dans
certains cancers colorectaux.

Dans les cancers coliques hérédi-
taires de type HNPCC (hereditary non
polyposis colon cancer), on retrouve
chez la majorité des patients une
mutation germinale dans I'un des
geénes impliqués dans la réparation
des mésappariements de 'ADN (m/s
n°11, vol. 10, p. 1178). Le test PTT sur
ADNc total a révélé des mutations
MLH]I dans 42 % et MSH2 dans 71 %
des cas analysés; ces taux modérés
s’expliquent par la présence de muta-
tions faux-sens et I'implication pro-
bable d’autres génes [12].

Autres genes explorés par PTT

Le geéne AT (ataxia telangectasia) est
une indication intéressante du PTT
dans la mesure ou 90 % des muta-
tions identifiées chez les enfants
atteints sont responsables d’une ter-
minaison prématurée de la traduc-
tion. Appliqué aux 5,9kb terminaux
de 'ADNc (56 % de la séquence
codante), le test permet d’identifier
43 % des chromosomes mutés [13].
Par ailleurs, 'analyse exhaustive du
géne AT par RT-PCR-PTT a permis
d’exclure sa responsabilité dans le
cancer du sein chez la femme jeune,
0,5 % de mutations a I’état hétérozy-
gote ayant été retrouvées dans un
groupe de 401 patientes et 1% dans
le groupe des 202 femmes de la
population générale [14].

La recherche de mutations NFI (neu-
rofibromatosis 1) par les techniques de
criblage génomique de type SSCA ou
HA était restée particulierement
ardue et décevante depuis 1990 ; aussi
la mise au point d’un essai PTT détec-
tant d’emblée 71 % de mutations
[15] a connu un succes particulier.
L’efficacité du PTT s’est également
illustrée dans le criblage de geénes
multicopies. Malgré la présence de
trois transcrits issus de geénes homo-
logues de PKDI (polycystic kidney
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disease), huit mutations ont pu étre
identifiées par RT-PCR-PTT dans la
région répétée du gene [9].

La liste des anomalies génétiques
détectées par PTT ne cesse de
s’accroitre, parmi lesquelles les muta-
tions germinales responsables de
choroidérémie [16] ou d’hémophilie
A sévere [17], ou encore les muta-
tions somatiques responsables
d’hémoglobinurie nocturne paroxys-
tique [18]. Enfin le PTT peut servir a
valider un géne candidat, comme le
gene CBP (CREB binding protein) dans
le syndrome Rubinstein-Taybi (m/s
n° 10, vol. 12, p. 1113) [19].

Un outil
pour la recherche
fondamentale

Indépendamment de son application
en génétique humaine pour la détec-
tion de mutations provoquant un
arrét prématuré de traduction, le PTT
est aussi un outil de la recherche fon-
damentale. Par exemple, le PTT peut
étre utilisé pour cribler des banques
de cosmides afin de faciliter la détec-
tion d’exons dans de grands terri-
toires génomiques [20]. Le systeme
adéquat a été mis au point avec des
fragments du géne DMD. Les auteurs
ont construit un vecteur capable de
cloner des régions génomiques de 25
a 40kb, insérées dans l'intron 2 du
gene hGH (human growth hormone)
dont la transcription est sous le
controle d’un puissant promoteur
ubiquitaire. Aprés transfection,
I’ARN extrait des cultures cellulaires
est analysé par RT-PCR-PTT a l'aide
d’amorces judicieusement choisies
pour tester la présence de grands
cadres de lecture ouverts dans les
séquences insérées [20]. Cette élé-
gante stratégie permet d’éviter les
aléas habituels de la chasse aux
exons, en particulier la nécessité de
sous-clonages et de reconstitution de
l'ordre et de la continuité des exons
dans I’ADNc. Par ailleurs, le PTT est
utilisé dans la synthése et la purifica-
tion des protéines pour la produc-
tion d’anticorps monoclonaux [9].

Quelques difficultés ont été rencon-
trées par les utilisateurs du test PTT.
Certains produits de traduction peu-
vent échapper a la détection si les
mutations sont situées dans les extré-

mités 5’ (produits trop courts) ou 3’
(bandes co-migrant avec le produit
normal). Cet inconvénient est résolu
par un choix d’amorces permettant
d’obtenir des fragments chevau-
chants. La mise au point d’électro-
phoréses en gradient devrait amélio-
rer la séparation des produits
polypeptidiques de poids molécu-
laires voisins. Pour certaines
séquences, I'interprétation des résul-
tats en PTT peut étre compliquée par
la présence de produits de traduction
intermédiaires ou de bandes non
spécifiques. Pour pallier ce pro-
bléeme, Rowan et Bodmer (Londres,
GB) [21] proposent d’inclure dans
I’amorce 5’ une séquence de
36 nucléotides codant pour une par-
tie de la protéine c-Myc humaine.
L’utilisation d’un anticorps monoclo-
nal spécifique permet, aprés immu-
noprécipitation, de détecter les pro-
duits attendus.

Enfin on peut retrouver en PTT les
difficultés communes aux méthodes
fondées sur la procédure RT-PCR,
liées notamment a ’amplification
non équilibrée des alléles mutant et
normal, a une moindre efficacité de
transcription des transcrits mutés ou
encore a leur instabilité. En réalisant
un deuxieme cycle de transcrip-
tion/traduction in vitro, les peptides
mutants sont mis en évidence de
maniére non équivoque [22].

La place du PTT
dans la détection
des mutations

Quelle est la place du PTT parmi les
autres techniques de détection des
mutations ? S’il s’agit de rechercher
des mutations faux-sens aussi bien
que des mutations altérant le cadre
de lecture, la technique la plus fiable
en diagnostic est I'analyse DGGE de
chaque exon au niveau génomique
car elle peut étre utilisée de facon
reproductible pour des centaines ou
des milliers d’alléles. En recherche,
la SSCA (et dérivés) continuera pen-
dant longtemps d’étre la technique
préférée en raison de son extréme
facilité, malgré un taux de détection
de T'ordre de 80 % seulement et des
problémes techniques agacants dus a
I’absence de prédictibilité du com-
portement des conformeres.
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Tableau Il

EVALUATION DU cOUT MINIMAL EN REACTIFS ET DU TEMPS NECESSAIRE A LA DETECTION DE MUTATIONS
PONCTUELLES DANS LE GENE DYSTROPHINE PAR SSCA OU PAR PTT

STRATEGIE A : balayage par SSCA de chacun des 79 exons amplifiés a partir d’ADN génomique

Temps Colt Cout
manipulateur unitaire du test

JOURS 1-2

Extraction ADN (technique manuelle)

(x 2 : patient + témoin) 2h 20 F X 2 40 F

Purification et quantification ADN 2h
JOURS 2-3

79 PCR radioactives @ (®2P) (158 amorces) (x 2) 6h 20 F X 158 3160 F

Digestion enzymatique si taille > 300 pb 6 h 1500 F
JOURS 3-6

5 gels SSCA (30 dépots/gel)

x 3 conditions de migration = 15 gels 50 F x 15 750 F

Traitement des gels, autoradiographie, interprétation 32h 50 F x 15 750 F
JOURS 6-10

Séquencage radioactif (33S)* de toutes les anomalies

de migration en SSCA,

soit au minimum 20 fragments (2 brins) (x 2) 24 h 70 F x 80 5600 F
JOUR 11

Confirmation de la mutation par analyse de restriction 4 h 500 F

ou autre technique

TOTAL 76 h 12300 F

Bilan : 20% de mutations non identifiées
Ambiguité des variants rares
Mutations d’épissage non détectées si séquences introniques inconnues

STRATEGIE B : balayage de 11 kb de séquence codante par RT-PCR-PTT a partir d’ARN extrait d’'un fragment de muscle

Temps Codt Cout
manipulateur unitaire du test

JOUR 1

Extraction ARN (x 2) et controles 7h 20 F X 2 40 F
JOURS 2-3

RT-PCR en 10 fragments chevauchants (x 2) 2h 30 30F x 20 600 F

PCR1 (20 amorces) (10 réactions x 2) 1h30 20 F x 20 400 F

PCR2 (20 amorces) (10 réactions x 2) 1h30 15 F x 20 300 F

contréle électrophoréese agarose 1h

détection possible de mutation d’épissage °©
JOUR 3

PTT (10 réactions x 2) 2h 30 F x 20 600 F

SDS-PAGE 3h 20 F 20 F

Fixation/amplification-séchage-autoradiographie 1h 30 200 F 200 F
JOURS 4-5

Détection non ambigué et localisation de la mutation

Séquencage du fragment RT correspondant (2 brins) (x 2)

2 a 3 essais nécessaires, avec amorces internes 6 h 70 F X 8 560 F
JOURS 6-7

Confirmation de la mutation par séquencage de I'exon

correspondant amplifié a partir d’ADN génomique 3h 70 F X 2 140 F

TOTAL 29 h 2860 F

Bilan : mutations de I’ADN responsables d’une terminaison prématurée de la traduction identifiées

Dans un souci d’objectivité et de faisabilité, seuls les colts en réactifs ont été évalués dans les deux stratégies de détection, appliquées a I'étude d’un
patient et d’un témoin; les parametres suivants: colt technicien/encadrement, amortissement du matériel et consommables divers n’ont pas été
inclus. De méme, le codt des amorces (158 au minimum, soit 158 x 200 F = 31600 F) nécessaires aux deux stratégies pour détecter ou confirmer la
mutation n’a pas été pris en compte puisque I’évaluation ne concerne qu’un seul patient.

2 Les PCR sont réalisées en présence de **dCTP pour accroitre la sensibilité de la SSCA. Pour détecter des variations de migration en SSCA chez un
sujet hémizygote, un ADN témoin doit étre analysé pour chacun des 79 exons du patient.

b | e séquencage automatique dans les conditions de cette étude (PCR standard préalable et purification sur Centricon) colte 130 F/séquence en dye
terminator et 180 F/séquence en dye primer.

¢ Certains mutants d’épissage peuvent étre détectés a ce stade par la taille anormale des transcrits; le PTT n’étant pas nécessaire, I'étape suivante sera
le séquencage.

Remarque: cette évaluation se place dans le contexte du diagnostic génotypique a visée de diagnostic prénatal, dont les analyses sont souvent réali-
sées au coup par coup, ce qui limite considérablement les possibilités d’économie colt/temps. Les lecteurs intéressés pourront trouver une compa-
raison chiffrée des colits en réactifs et en personnel entre deux stratégies (séquencage systématique versus précriblage préalable) appliquées au géne
COL2A1 (52 exons analysables en 26 produits PCR génomiques) dans une étude américaine récente s’inscrivant dans un contexte de rentabilisation

I [24)].
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Les méthodes fondées sur le clivage
ou la reconnaissance des mésapparie-
ments de doubles brins d’ADN hété-
rologues ont atteint une efficacité
comparable a la DGGE mais ne sont
pas rentables en pratique pour
Iexploration des petits exons géno-
miques. Le principal intérét des tech-
niques de type FAMA (fluorescence-
assisted mismatch analysis) réside dans
I'étude de grands fragments d’ADNc
dans lesquels tout type de mutation
ponctuelle sera en principe détecté
[23]. Cependant, le nombre de mani-
pulations et la toxicité de certains
réactifs en limitent pour l'instant les
applications, en particulier en dia-
gnostic. Le PTT présente comme
principaux avantages le fait d’étre
rapide (peu de manipulations), facile
(kits commerciaux disponibles), et de
faible cott; il ne détecte que les
mutations affectant le cadre de lec-
ture, évitant les séquencages fasti-
dieux et répétés des polymorphismes
et des mutations silencieuses. D’apres
notre expérience, si le but est de
rechercher les mutations de 'ADN
responsables de l'introduction d’un
signal de terminaison de traduction
caractéristiques d’une affection, il est
plus rentable actuellement d’utiliser
le PTT plutoét que la FAMA, qui
pourra étre réservée a un deuxiéme
criblage restreint aux cas négatifs en
PTT. Dans 1’étude des transcrits,
deux étapes restent cependant déli-
cates, quelle que soit la technique de
balayage: d’une part, la rétrotrans-
cription, dont les conditions opti-
males peuvent étre difficiles a établir
pour certains genes et, d’autre part,
le séquencage des transcrits tronqués
qui nécessite le plus souvent un choix
judicieux d’amorces internes desti-
nées a éviter les transcrits alternatifs
et autres produits parasites.

A cause de la variabilité de certains
parametres (dimensions du géne,
nombre et longueur des exons, effi-
cacité recherchée, et nature des
mutations a identifier), toute tenta-
tive de comparaison colt/temps
entre les différentes techniques de
détection ne peut étre objective que
dans les cas ou elles ont été appli-
quées au méme géne et au méme
phénotype. A titre d’exemple, nous
avons comparé deux stratégies utili-
sées consécutivement dans notre
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laboratoire pour rechercher les
mutations responsables de myopathie
de Duchenne, la SSCA sur ADN
génomique (de 1991 a 1992) et la
RT-PCR-PTT (depuis 1993). Les don-
nées résumées dans le Tableau II
montrent clairement qu’il est plus
rentable d’étudier les transcrits par
PTT que chacun des 79exons par
SSCA en ce qui concerne les colits en
réactifs, le temps, I'efficacité et la spé-
cificité de la détection. Dans le
contexte du diagnostic génotypique
et du diagnostic prénatal, les deux
derniers criteres pesent lourd dans le
choix des stratégies disponibles ®
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Summary

Protein truncation test: a tool for the detection of point mutations in DNA

Mutation detection is one of the most important areas of molecular biology
today, allowing the identification of new alleles for diagnostic, population
genetics and structure/functions studies. Strategies for mutation detection
can be divided into two groups: those that rely on cheap techniques that
efficiently identify a small number of known disease alleles and those that
rely on expensive and time-consuming techniques capable of scanning the
genes for unknown mutations. Mutation detection is a field of considerable
complexity and no single method is applicable for all situations. The most
appropriate procedures are influenced by the expected nature of muta-
tions, size and structure of genes, availability of mRNA, efficiency reques-
ted and resources available. In this study we present the relative advantages
of the protein truncation test (PTT) among the other scanning methods
such as denaturing gel electrophoresis (DGGE), heteroduplexes analysis
(HA), single strand conformational analysis (SSCA) or chemical/enzyma-
tic mismatch clivage (CCM/EMC). The PTT, based on in vitro transcrip-
tion/translation of stretches of DNA or RNA, appears as one of the most
efficient and cost effective way to detect mutations that result in premature
protein translation.
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